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БЕЛГІЛЕУЛЕР МЕН ҚЫСҚАРТУЛАР

	АDА
	-
	Американдық қант диабеті қауымдастығы (American Diabetes
Association)

	ADIPOR1
	-
	адипонектин 1 рецепторы

	AFMK
	-
	N1-ацетил-N2-формил-5-метоксикинурамин

	AGO
	-
	аргонавт (Argonaute)

	Akt
	-
	PI-3 киназа/Akt жолы

	AMK
	-
	N-ацетил-5-метоксикинурамин

	ATMEXOs
	-
	май тінінің макрофагтарынан алынған экзосомалар

	ATMs
	-
	май тінінің макрофагтары

	AUROC
	-
	операциялық жұмыстың сипаттамасы астындағы аудан (area
under the receiver operating characteristics)

	eNOS
	-
	ажыратылған азот оксиді синтазасы 

	EMA
	-
	Еуропалық дәрілік заттар агенттігі

	EPC
	-
	эндотелий прогениторлық жасушалары

	EVs
	-
	жасушадан тыс везикулалар

	EXPO-5
	-
	экспортин-5 (Exportin 5)

	FDA
	-
	АҚШ-тың Азық-түлік және дәрі-дәрмек басқармасы

	FPG
	-
	аш қарынға плазмадағы глюкозасының деңгейі (fasting plasma
glucose)

	GIP
	-
	гастроингибирлеуші пептид

	GLP-1
	-
	глюкагонға ұқсас пептид-1

	GSH
	-
	тотықсызданған глутатион (glutathione)

	GSSG
	-
	тотыққан глутатион (Glutathione Persulfide)

	GSSR
	-
	дисульфидтік байланыс арқылы ақуызбен байланысқан
глутатион

	HOMA-IR
	-
	инсулинге резистенттілік үшін гомеостатикалық модельді
бағалау

	HO-1
	-
	гемоксигеназа-1

	hsCRP
	-
	С-реактивті ақуыз

	IDF
	-
	Халықаралық диабет федерациясы (International Diabetes
Federation)

	IGT
	-
	глюкозаға төзімділіктің бұзылуы

	IκB
	-
	каппа-В ингибиторы

	IRS
	-
	инсулин рецепторларының субстраты

	MAO
	-
	Моноаминоксидаза

	MP
	-
	Миелопероксидаза

	mPTP
	-
	митохондриялық өткізгіштіктің өтпелі тесігі

	M2 Exos
	-
	M2 типті макрофагтарынан бөлінген экзосомалар

	NADP
	-
	Никотинамидадениндинуклеотид

	NADPH
	-
	Никотинамидадениндинуклеотидфосфат

	NF-κB
	-
	ядролық фактор каппа В (Nuclear factor kappa B)

	NO
	-
	азот оксиді

	NOS
	-
	азот оксид синтаза (Nitric oxide synthase)

	NEM
	-
	N-этилмалеймидпен (N-Ethylmaleimide)

	NRF2
	-
	эритроидқа қатысты фактор 2

	ОРА
	-
	орто-фталальдегид (Ortho-phthalaldehyde)

	PAI-1
	-
	плазминоген активаторының тежегіштері-1

	PBS
	-
	фосфатты-тұзды буфер (Phosphate Buffer Saline)

	PDGF
	-
	тромбоциттерден алынған өсу факторы

	PECAM-1
	-
	эндотелий жасушаларындағы тромбоциттердің адгезия-1
молекуласы (Platelet endothelial cell adhesion molecule)

	PPARγ
	-
	гамма-рецепторлардың белсендірушісі

	PKC
	-
	протеинкиназа С

	RISC
	-
	ген өшірілуінің РНҚ-индукцияланатын кешені (RNA-induced
silencing complex)

	ROC
	-
	қабылдағыштың жұмыс сипаттамасының қисығы (receiver
operating characteristic)

	RT-qPCR
	-
	нақты уақыттағы сандық ПТР

	SIRT1
	-
	сиртуин-2

	Sp1
	-
	спецификалық ақуыз 1

	TNF-α
	-
	ісік некрозының факторы-α (Tumor necrosis factor α)

	TGF-β
	
	трансформациялық β өсу факторы

	VCAM-1
	-
	адгезия молекуласы-1

	VEGF
	-
	қан тамырларының эндотелийінің өсу факторы (vascular
endothelial growth factor)

	АОПП
	-
	ақуыздың терең тотығу өнімдерінің жоғарылауы

	Г-6-ФД
	-
	глюкоза -6- фосфатдегидрогенеза

	ГПО
	-
	Глутатионпероксидаза

	ГР
	-
	Глутатионредуктаза

	ДНҚ
	-
	дезоксирибонуклеин қышқылы

	ЖИА
	-
	жүректің ишемиялық ауруы

	ЖҚА
	-
	жүрек қан тамырлар ауруы

	ЖЦБ
	-
	жедел цереброваскулярлық бұзылулар

	ИЛ-10
	-
	интерлейкин -10

	ИЛ-18
	-
	интерлейкин -18

	ИЛ-6
	-
	интерлейкин- 6

	ИФА
	-
	иммуноферменттік анализ

	кДНҚ
	-
	комплементарлы ДНҚ

	ҚД
	-
	қант диабеті

	ҚД2Т
	-
	қант диабетінің 2-типі

	ЛАТ
	-
	липидтің асқын тотығы

	мРНҚ
	-
	матрицалық рибонуклеин қышқылы

	микроРНҚ
	
	микро рибонуклеин қышқылы

	ОБТ
	-
	оттегінің белсенді түрлері

	ПТР
	-
	полимеразды тізбекті реакция

	
РНҚ
	
-
	
рибонуклеин қышқылы

	CОД
	-
	Супероксиддисмутаза

	ЭДТА
	-
	Этилендиаминтетрасірке қышқылы

	
	
	



1

КІРІСПЕ

Жұмыстың жалпы сипаттамасы. Бұл диссертациялық жұмыс 2-типті қант диабеті кезінде дамитын қабыну процестері мен қан тамырларының дисфункциясымен тығыз байланысты плазмалық микроРНҚ экспрессиясын жан-жақты зерттеуге арналған. Зерттеу барысында микроРНҚ-лардың эндотелий қызметінің бұзылуына, тотығу стресінің күшеюіне және осы факторлардың тамырлы асқынулардың патогенезіне қосатын үлесіне ерекше назар аударылады. Сонымен қатар, микроРНҚ-лардың биомаркерлік және болжамдық маңыздылығы бағаланып, олардың диабетпен байланысты макро- және микротамырлық асқынуларды ерте диагностикалаудағы және алдын алудағы әлеуеті қарастырылады.
Зерттеу тақырыбының өзектілігі. 2-типті қант диабеті - жүрек-қан тамырлары асқынулардың дамуымен сипатталатын ең көп таралған созылмалы аурулардың бірі. Жүректің ишемиялық ауруы, инсульт және перифериялық артериялық ауру сияқты макротамырлық бұзылулар 2-типті қант диабеті бар науқастар арасында өлім-жітім қаупін айтарлықтай арттырады [1]. Қазіргі қолданыстағы диагностикалық әдістер тамырлық асқынулардың даму қаупін ерте кезеңде анықтауға мүмкіндік бермейді, бұл аурудың асқынуына және науқастардың өмір сапасының төмендеуіне алып келеді. Осыған байланысты, 2-типті қант диабеті кезінде тамырлық асқынулардың даму механизмдерін зерттеу және жаңа биомаркерлік көрсеткіштерді анықтау өзекті ғылыми және клиникалық міндеттердің бірі болып табылады.
Соңғы жылдары микроРНҚ молекулаларына ерекше назар аударылуда. Олар жасушаішілік және жасушадан тыс деңгейде гендік экспрессияны реттеуде маңызды рөл атқарады. Зерттеулер микроРНҚ-ның қабыну процестерімен, эндотелий дисфункциясымен және тотығу стресімен өзара байланысын дәлелдеп, олардың жүрек-қантамыр жүйесінің патогенезінде шешуші рөл атқаратынын көрсетті [2]. Атап айтқанда, NF-κB және NLRP3-инфламмасома сияқты негізгі сигналдық жолдар микроРНҚ арқылы реттеліп, қабыну жауаптарының күшеюіне немесе бәсеңдеуіне ықпал етеді [3]. Тотығу стресі 2-типті қант диабеті дамуында маңызды рөл атқарады. Жасушалардағы антиоксиданттық жүйелердің теңгерімсіздігі липидтердің асқын тотығуын күшейтіп, супероксиддисмутаза және каталаза белсенділігінің төмендеуіне алып келеді. Бұл тамыр қабырғаларының зақымдануына және эндотелий дисфункциясының дамуына ықпал етеді [4]. Сонымен қатар, қабыну медиаторлары 2-типті қант диабеті кезінде тұрақты жоғары деңгейде болады, бұл созылмалы қабыну процестерінің дамуын және оның жүрек-қантамыр жүйесіне теріс әсерін растайды. Бұл зерттеулердің нәтижелері 2-типті қант диабеті бар науқастарда жүрек-қантамырлық асқынулардың даму қаупін бағалауға мүмкіндік беретін жаңа диагностикалық және прогностикалық әдістерді әзірлеуге негіз бола алады. 

Зерттеудің мақсаты. 2-типті қант диабеті кезінде плазмалық микроРНҚ экспрессиясы, тотығу стресі және қабыну маркерлерінің макротамырлық асқынулардың дамуымен өзара байланысын зерттеу арқылы жаңа болжамдық критерийлерді анықтау.
Мақсатқа жету үшін келесі міндеттер қойылды	
1. 2-типті қант диабеті бар науқастарда (қантамырлы асқынуларымен және асқынуларынсыз) және бақылау тобында негізгі микроРНҚ-лардың (hsa-miR-21-5p, hsa-miR-126-3p, hsa-miR-146a-3p, hsa-miR-155-5p, hsa-miR-210-3p, hsa-miR-484-5p және hsa-miR-27a-3p) салыстырмалы экспрессия деңгейін және биохимиялық көрсеткіштерін анықтау.
2. Қантамырлық асқынулардың болуымен байланысты тотығу стресі маркерлері (LPO, AOPP, NOx) мен антиоксиданттық ферменттердің (SOD, CAT, GPx, GRd, G6PD, GSSG-GSH арақатынасы) белсенділік деңгейлеріндегі айырмашылықтарды зерттеу.
3. 2-типті қант диабеті бар науқастардың қан плазмасындағы қабыну цитокиндерінің (ИЛ-6, ИЛ-8, ИЛ-10, ИЛ-18, MCP-1, TNF-α) деңгейін бағалап, олардың қантамырлық асқынулардың дамуымен байланысын анықтау.
4. Қабыну және тотығу стресі маркерлерімен ең жоғары корреляция көрсететін микроРНҚ-ларды анықтап, олардың диагностикалық маңыздылығын бағалау.
5. 2-типті қант диабеті бар науқастарда жынысы, липидтік профиль және басқа клиникалық факторлардың микроРНҚ экспрессиясы мен қабыну маркерлерінің деңгейіне әсерін анықтау.
Зерттеу нысаны: Зерттеу нысандары ретінде 2-типті қант диабеті бар науқастардың (қантамырлық асқынуларымен және асқынуларынсыз) перифериялық қаны, сондай-ақ бақылау тобына енгізілген сау адамдардың қан үлгілері қолданылды. 
Зерттеу әдістері. Зерттеуде глюкоза, креатинин, триглицеридтер, холестерин (жалпы, ТТЛП, ЖТЛП), инсулин және HbA1c деңгейлерін анықтау үшін биохимиялық әдістер қолданылды. Диссертациялық жұмыс барысында биоматериал үлгілері жинақталып, антропометриялық көрсеткіштер анықталды, липидті профиль (ферментативті әдістер), флуросцентті спектроскопия әдісі (Bio-Tek Instruments Inc., Winooski, VT, USA), спектрофотометрия әдісі, УФ-спектрофотометрия әдісі, иммуноферменттік талдау (ИФА), нуклеин қышқылдарын бөліп алу, кері транскрипциялық ПТР және нақты уақыт режиміндегі cандық ПТР әдістерін қолдана отырып жүргізілді. 
Статистикалық талдау IBM SPSS Statistics for MacOS, 20.0 нұсқасы арқылы жүргізілді, GraphPad Prism бағдарламалары арқылы жүргізіліп, деректердің қалыпты таралуын тексеру, дисперсиялық талдау, корреляциялық және логистикалық регрессиялық талдау, сондай-ақ ROC-қисығын құру әдістері қолданылды.
Зерттеудің ғылыми жаңалығы
Диссертацияның ең маңызды ғылыми нәтижелері:
2-типті қант диабетімен ауыратын науқастарда макротамырлық асқынулардың дамуымен байланысқан плазмалық микроРНҚ экспрессиясының ерекшеліктері алғаш рет кешенді түрде зерттелді. Антиоксиданттық жүйе ферменттерінің белсенділігін төмендететін және тотыққан зақымдану өнімдерінің жиналуына әкелетін тотығу стресі мен созылмалы қабыну процестерінің микроРНҚ деңгейіне әсер ететіні анықталды. 
Қабыну маркерлері және тотығу стресі көрсеткіштерімен тығыз байланыста болатын микроРНҚ-лар анықталып, олардың қантамырлық асқынулардың патогенезіндегі функционалдық рөлі негізделді. Алғаш рет молекулалық-биохимиялық көрсеткіштерді біріктіру арқылы диабеттік ангиопатиялардың даму қаупін болжауға арналған кешенді модель ұсынылды. Зерттеу барысында алынған деректер микроРНҚ-лардың диагностикалық және болжамдық биомаркер ретіндегі клиникалық маңыздылығын дәлелдеп, оларды 2-типті қант диабеті кезінде қантамырлық асқынуларды ерте анықтау мен алдын алу жүйесіне енгізу мүмкіндігін айқындайды.
Жұмыстың теориялық маңызы
МикроРНҚ тотығу стресі мен эндотелий дисфункциясын реттеуде маңызды рөл атқарады, сондықтан оларды 2-типті қант диабетінің даму деңгейін бағалайтын маркер ретінде қарастыру науқастарды дербес бақылауға және жүрек-қантамырлық асқынулардың алдын алу үшін оңтайлы емдеу әдісін таңдауға мүмкіндік береді. 
Зерттеу нәтижелері тамырлы асқынулардың патогенезінің молекулалық механизмдері туралы түсініктерді кеңейтеді. Айналымдағы микроРНҚ мен тотығу стресі маркерлері гипергликемия және 2-типті қант диабетінің патофизиологиясы кезінде эндотелий дисфункциясының дамуына қатысады. Олар қантамырлық зақымданулар мен жүрек-қантамырлық асқынулардың болжаушысы бола алады. Бұл маркерлер қант диабетінің жүрек-қантамырлық асқынулар пайда болғанға дейінгі даму барысын болжауға мүмкіндік беріп, қантамырлық зақымданулардың алдын алуға және диабетпен ауыратын науқастар арасында жүрек-қантамырлық аурулардан болатын өлім қаупін төмендетуге ықпал етуі мүмкін. Эпигенетикалық зерттеулер қоршаған орта факторларының метаболизмдік процестерді реттеуге әсерін растайды. Осы тұрғыда микроРНҚ аурудың динамикасын және жүргізілетін терапияның тиімділігін көрсетуге қабілетті физиопатологиялық биомаркер ретінде әлеуетке ие. Бұл зерттеу молекулалық биомаркерлердің клиникалық тәжірибедегі маңыздылығын растап, 2-типті қант диабеті бар науқастарды дербес бақылау әдістерін одан әрі дамытуға теориялық негіз болады. 
Жұмыстың практикалық құндылығы
Зерттеу нәтижелері 2-типті қант диабеті бар науқастар арасында макротамырлық асқыну қаупі жоғары топтарды ерте анықтау үшін пайдаланылуы мүмкін. Эндотелийдің қорғаныс механизмдерімен және қабыну процестерімен байланысты микроРНҚ экспрессиясының өзгерістері қан тамырларының қызметін реттеуге бағытталған жаңа терапиялық тәсілдерді дамытуға негіз бола алады. Молекулалық және биохимиялық маркерлерді қамтитын болжамдық модель қантамырлық асқынулар қаупін дәлірек бағалауға көмектесіп, клиникалық тәжірибеде алдын алу стратегияларын жетілдіруге ықпал етеді. 
Зерттеу нәтижелері әл-Фараби атындағы Қазақ ұлттық университеті, биология және биотехнология факультеті, биофизика, биомедицина және нейроғылым кафедрасының 1 курс «8D05102 – Биомедицина» білім беру бағдарламасы бойынша «Зат алмасу және энергияның реттелуі» және «7М05102-Биомедицина» білім беру бағдарламасы бойынша 2 курс манистратура студенттеріне «Қолданбалы эндокринология» оқу курсының бағдарламасына дәріс, семинар сабағы ретінде енгізілді. 
Қорғауға ұсынылатын негізгі қағидалар
-	2-типті қант диабетімен ауыратын науқастарда miR-21-5p, miR-126a-3p, miR-146a-3p, miR-155-5p, miR-210-3p, miR-484-5p және miR-27a-3p микроРНҚ экспрессия деңгейлері зерттеліп, олардың макротамырлық асқынулардың дамуымен байланысы талданды;
- 2-типті қант диабетімен ауыратын асқынулары жоқ және қан тамырлық асқынулары бар науқастар арасында тотығу стресі маркерлері (LPO, AOPP, NOx) мен антиоксиданттық ферменттердің (SOD, CAT, GPx, GRd, G6PD, GSSG-GSH арақатынасы) белсенділік деңгейлеріндегі айырмашылықтар анықталды;
- қабыну кезіндегі бұзылыстар мен микроРНҚ экспрессиясының өзгерістері арасындағы байланыс орнатылып, олардың қантамырлық асқынулардың дамуына қатысатыны дәлелденді;
- қабыну және тотығу стресі маркерлерімен жоғары корреляция көрсететін негізгі микроРНҚ анықталып, олардың патогенетикалық маңыздылығы расталды;
- молекулалық және биохимиялық көрсеткіштер негізінде қантамырлық асқынулар қаупін бағалауға мүмкіндік беретін болжамдық модель әзірленді.
Қорғауға ұсынылатын ғылыми жұмыс нәтижелерінің жинақталуына диссертанттың жеке үлесі. Диссертациялық жұмыстың нәтижелері автордың тікелей қатысуымен орындалды. Ізденуші зерттеудің тұжырымдамасын әзірлеуге, оның мақсаты мен міндеттерін анықтауға, сондай-ақ эксперименттерді жоспарлауға өз үлесін қосты. Автор зерттеулерді жүргізуге, алынған деректерді өңдеуге, талдауға, сонымен қатар, ғылыми жарияланымдарды дайындауға атсалысты.
Тақырыптың зерттеу деңгейі. Диссертациядағы зерттеу жұмыстары физиологиялық, биохимиялық және эпигенетикалық деңгейде орындалды.
Жұмыстың ғылыми зерттеу бағдарламасымен байланыстылығы
Диссертациялық жұмыс 2-типті қант диабеті жағдайында тамырлы асқынулардың патогенезін молекулалық және биохимиялық деңгейде зерттеуге бағытталған ғылыми бағдарламалар аясында орындалды. Зерттеу барысында тотығу стресінің, қабыну процестерінің және антиоксиданттық қорғаныс жүйесінің бұзылыстарының микроРНҚ экспрессиясына әсері, сондай-ақ олардың эндотелий дисфункциясы мен макртамырлық асқынулардың дамуындағы рөлі қарастырылды. Жұмыс микроРНҚ-лардың биомаркерлік және болжамдық маңыздылығын бағалауға, сондай-ақ олардың негізінде қантамырлық асқынулардың даму қаупін болжауға мүмкіндік беретін диагностикалық модель әзірлеуге бағытталған ғылыми зерттеу міндеттерімен үйлеседі.
Диссертациялық жұмыс халықаралық жоба бойынша (Grant for the Research Project by the Fundación Eugenio Rodríguez Pascual, Call 2021, CIBERfes (CB16-10-00238, ISCIII) Гранада университеті, Биомедицина зерттеу орталығының «Жасушааралық байланыc CTS-101» зертханасында жүргізілді, ғылыми жобаның жетекшісі Гранада университетінің профессоры, PhD Русанова И., жұмыстың бір бөлігі отандық ғылыми жетекші профессор Н.Т.Аблайханованың жетекшілігімен әл-Фараби атындағы ҚазҰУ-нің биология және биотехнология факультеті, биофизика, биомедицина және нейроғылым кафедрасының «Биофизика, биомедицина және хронобиология» зертханасы негізінде жүзеге асырылды. 
Жұмыстың апробациясы
Зерттеу нәтижелері және диссертациялық жұмыстың негізгі қағидалары төмендегідей халықаралық және республикалық конференцияларда баяндалды және талқыланды:
- «Фараби әлемі» студенттер мен жас ғалымымдардың халықаралық ғылыми конференциясы (2021-2024 жж, Алматы, Қазақстан);
- EUROMIT 2023 (Bologna, Italy)
- BALS-2024 workshop (Granada, Spain)
- BIO Web of Conferences 100, 01008 (2024). 
[bookmark: Диссертацияның_құрылымы._Диссертациялық_]Басылымдар: Зерттеу жұмысының нәтижелері 14 ғылыми еңбекте жарияланды, оның ішінде Scopus және Web of science деректер базасына кіретін шетелдік Antioxidants IF-7.675, Q1; International Journal of Molecular Sciences IF 6.2, Q1 журналдарында жалпы саны 2 мақала; ҚР ҒЖБМ ҒЖБСҚК ұсынған басылымдарда 4 мақала; шет ел және халықаралық-республикалық конференция материалдары жинақтарында 8 тезис жарық көрді. 
Диссертацияның құрылымы: Диссертациялық жұмыс 130 мәтіндік беттен және нормативтік сілтемелер, белгілеулер мен қысқартулар, кіріспе, әдебиеттерге шолу, зерттеу материалдары мен әдістері, зерттеу нәтижелері және оларды талқылау, қорытынды, 226 пайдаланылған әдебиеттер тізімінен тұрады, құрамында 37 сурет, 10 - кесте бар.









1 ӘДЕБИЕТТЕРГЕ ШОЛУ

[bookmark: 1.1_Қант_диабетінің_анықтамасы_және_оның]1.1 2-типті қант диабетіндегі эндотелий дисфункцияның молекулалық механизмдері және олардың макротамырлық асқынулармен байланысы
Қазіргі уақытта қант диабеті және онымен байланысты асқынулар бүкіл әлемде ауру мен өлімнің өте кең таралған себебі болып табылады.  Қант диабеті көп жағдайда гипергликемиямен байланысты, бұл қандағы глюкозаның жоғарылауын білдіреді [5]. 2-типті қант диабетінің дамуында ұйқы безінің қызметі негізгі рөл атқарады, дәлірек айтсақ, 2-типті  қант  диабетінің  себебі  қандағы  глюкоза  деңгейінің  жоғарылауымен  сипатталатын,  ұйқы безінің  Лангерганс  аралшықтарында  орналасқан β-жасушалар  бөліп  шығаратын  инсулиннің жеткіліксіздігі болуы мүмкін [6]. Нәтижесінде бұл зат алмасуының барлық түрлерінің бұзылуына, қан тамырларының  зақымдалуына  және  қант  диабетімен  байланысты  асқынуларға  әкеледі.  Мұндай микро-және  макро-тамырлы  асқынуларға  мыналар  жатады:  жүрек-қан  тамырлары  асқынулары, диабеттік нейропатия, ретинопатия, нефропатия және бауыр, бүйрек және жүрек тарапынан болатын көптеген басқа да асқынулар [7].  Қант диабетінің дамуын және оның асқынуларының таралуын түсіну оңай емес, өйткені бұл механизмдер күрделі болып табылады. Қант диабетінің тамырлы асқынуларының патогенезінде эндотелиальды  дисфункция  маңызды  рөл  атқарады [8].  Осылайша,  қант  диабетінің  патогенезіне қатысатын  эндотелий  дисфункциясының  механизмін  түсіну  диабеттің  әртүрлі  асқынуларынан дамитын жүрек-қан тамырлары қатерлерінің алдын алу үшін қажет.
Тамырлы эндотелий - бұл қан тамырларының ішкі бетінде орналасқан құрылым. Ол жұқа әрі  жалпақ  пішінді  болып  келетін  жасушалар - эндотелиоциттерден  құралған.  Тамырлы эндотелий бірқатар тіршілік үшін маңызы зор қызметтерді атқарады және көп қырлы мүше болып табылады. Shalini Jamwal & Saurabh Sharma өз зерттеулерінде тамырлы эндотелий өзінің тасымалдау және  реттеу  қызметтерінен  басқа,  метаболикалық  белсенділікке  ие  екендігін  және  эндокриндік, сонымен қатар паракриндік бездер сияқты әрекет ете алатындығына дәлел келтірген [9]. Эндотелий  өте  сезімтал  мүше,  ол  алғашқылардың  бірі  болып  ағымдағы  сұйықтықтың механикалық  әсеріне,  бұлшықет  қабаты  арқылы  пайда  болатын  қан қысымына  және  басқа  да өптеген сыртқы және ішкі факторларға жауап қайтарады [10]. Адам ағзасында тамырлы эндотелий қан мен тіндер арасында тосқауыл қызметін атқарады, сонымен қатар ангиогенезде маңызды рөл атқарады. Мұнымен қоса, эндотелий жасушалары үлкен қорғаныс қызметін атқарады, олар қан тамырларының қабырғасын әртүрлі сыртқы факторлардың қолайсыз әсерінен қорғайды. Олар бұл қорғаныс функциясын азот монооксидін (NO) өндіру арқылы іске асырады [11]. 
Эндотелий  жасушаларымен  (eNOS)  синтезделетін  NO тромбоциттер  қызметін  тежейді, осылайша  тромбтың  пайда  болуына  жол  бермейді.  Сонымен  қатар,  NO  бөлінуінің  әсерінен лейкоциттер артерия қабырғаларына еніп, қабыну үдерісін тудыра алмайды және NO синтезі тегіс бұлшықеттің  пролиферациясын  тежейді,  оның  релаксациясына  септігін  тигізеді [12].  Жоғарыда айтылғандарға  қосымша,  NO  вазодиляцияға  ықпал  етеді,  яғни  қан  тамырлары  ішіндегі  кеңістікті кеңейтеді, осылайша тіндерге оттегінің жеткізілуін қамтамасыз етеді. Бұл эндотелийдің вазомоторлы функциясы деп аталады. NO-дан  басқа,  эндотелий простациклин  (PGI2)  және/немесе  эндотелийдің  гиперполяризация факторы сияқты бірқатар маңызды вазодилатациялық заттарды синтездейді [13]. Простациклиндер өз кезегінде  қанның  ұюын  болдырмайды,  қан  тамырларын  липидті  түйіршіктердің  (бляшкалардың) пайда  болуынан  қорғайды  және  жүрек-тамыр  асқынуларының  алдын  алады.  Эндотелий жасушалары бөліп шығаратын вазоконстрикторлы факторларға эндотелин, тромбоксан А2, 20-HETE (20-гидрооксиэйкозотетраен қышқылы), ангиотензин II жатады [14]. Сонымен қатар, тамырлардың кеңу (вазодиляция) мен тамырлардың тарылу (вазоконстрикция) белсенділігіне әсер ететін факторлар аз  емес. Эндотелий  қызметінің  бұзылуы  осы  факторлар  арасындағы  тепе-теңдіктің жоғалуына әкеледі, мұның бәрі кешенді түрде эндотелий дисфункциясының пайда болуына себеп болады.
Жалпы  ағзаның  тұрақтылығының  бұзылуына  және  эндотелий  дисфункциясына  әкеп  соқтыратын бірнеше ынталандырушы факторлар бар: созылмалы ауырсыну жағдайлары, 2-типті қант диабеті, семіздік, дислипидемия, темекі шегу және қан айналымының бұзылуы. Эндотелий жасушаларының (ЭЖ) дисфункциясының өзіне тән  бес  негізгі  механизм  анықталған [15].  Оларға  қан  тамырларының  тұтастығын  жоғалтуы,  адгезия молекулаларының белсенділігінің жоғарылауы,  протромботикалық фенотип, цитокиндердің өндірісі және адам лейкоциттерінің антиген молекулаларының реттелуінің жоғарылауы жатады [16]. Белгілі болғандай, ЭЖ дисфункциясы жалғыз жүретін патологиялық жағдай емес, эндотелийдің гомеостатикалық функцияларын жоғалтуға әкелетін тамырлы тонустың, өткізгіштіктің, қабынудың патофизиологиялық  гетерогенді  өзгерістерімен  байланысты  фенотиптердің  кең  спектрі  екені мәлімделген. Өткізгіш және резистивті артерия тамырларының эндотелиальды дисфункциясы вазомоторлық реакцияларға әсерін тигізеді (сурет 1). Эндотелий дисфункциясы трансэндотелий ағынының реттелуінің бұзылуына себеп болады, бұл  интимдегі  молекулалар  мен  жасушалардың  қалыптан  тыс  тұндырылуына  әкеледі.  Сонымен қатар, ерте атеросклерозға тән белгілер, яғни, интиманың кеңеюі және жергілікті қабыну байқалады. Инсулинге  резистенттілік  және  2  типті  қант  диабеті  ең  көп  таралған  метаболикалық бұзылулардың бірі және атеросклерозды және оның мерзімінен бұрын асқынуын тездететін негізгі факторлар болып табылады [17]. Эксперименттік зерттеулер көрсеткендей, eNOS тапшылығы бар жануарларда қант диабетіне тән инсулинге резистенттілік және метаболикалық бұзылулар, оның ішінде триглицеридтер  мен  бос  май  қышқылдарының  деңгейінің  жоғарылауымен  сипатталатын митохондриялық дисфункция сияқты белгілер пайда болған [18, 19]. Семіздік, дислипидемия, гипертония және глюкоза алмасуының бұзылуы сияқты метаболикалық синдромдардың жиынтығы эндотелиальды дисфункциямен де, жүрек-тамыр аурулары және 2-типті қант диабеті  қаупінің жоғарылауымен де байланысты болып келеді. Кең  мағынада  инсулинге  резистенттілік - бұл  инсулинге  тәуелді  әртүрлі  тіндердегі,  соның ішінде гепатоциттер, миоциттер, май тіндері және эндотелийдегі инсулиннің метаболикалық әсеріне сезімталдықтың  төмендеуі [20].  Инсулинге  резистенттілік  эндотелий  дисфункциясының  бірқатар күрделі  және  өзара  байланысты  патофизиологиялық  механизмдерімен  сипатталады.  Осы механизмдердің бірі eNOS-ті іске қосуды реттейтін сигналдық жолдарды өзгерту болып табылады. Инсулинге  резистенттілік  эндотелий  жасушаларында  және  басқа  жасуша  түрлерінде  PI-3 киназа/Akt  сигналдарының  селективті  бұзылуымен  сипатталады [21].  Инсулинге  резистенттілік кезінде Pi-3 киназасы/Akt арқылы eNOS активтенуі инсулинге жауап ретінде ғана емес, сонымен қатар сұйықтықтың ығысу кернеуі сияқты басқа да физиологиялық ынталандыруларға жауап ретінде де  бұзылатынын  атап  өткен  жөн,  сонымен  бірге  инсулиннің  қолайсыз  вазоконстрикторлы, протромботикалық  және  қабынуға қарсы  әсерлері  шектелмеген  болып  қалады,  бұл  тамырлы аурулардың дамуына ықпал етуі мүмкін [22]. Тотығу  стресі  және  қабыну  инсулинге  резистенттілік  кезіндегі  эндотелий  дисфункциясының маңызды механизмдері болып табылады. Эндотелий жасушаларына гипергликемияның, висцеральды май тінінен босатылған май қышқылдарының, ангиотензин II және гликирленудің соңғы өнімдерінің әсер етуі супероксидтің және оттегінің белсенді түрлерінің (ОБТ) басқа белсенді формаларының пайда болуына әкеледі. Оттегінің  белсенді  формалары  NO-мен  өзара  әрекеттесе  отырып,  пероксинитрит  түзеді,  ол липидтер,  ақуыздар  және  ДНҚ-ны  қоса  алғанда  әртүрлі  жасушалық  компоненттерге  зиянды  әсер ететін  улы  қосылыс  болып  табылады [23].  Пероксинитрит  сонымен  қатар,  eNOS  белсенділігін тежейді  және  қан  тамырларының  тегіс  бұлшықетті  жасушаларының  NO-ға  сезімталдығын төмендетеді. Тетрагидробиоптериннің тотығуы (eNOS үшін негізгі кофактор) eNOS-тің синтезіне әкеледі және оның ОБТ генераторына айналуына жағдай жасайды. Бұл тотығу стресінің күшеюін ынталандырады, ал ОБТ деңгейінің жоғарылауы эндотелий дисфункциясы мен апоптозды тудырады, қабынуға ықпал етеді және қан тамырларының тегіс бұлшықетті жасушаларының пролиферациясын белсендіреді [24]. Цитокиндер,  атап  айтқанда,  α  ісік  некрозының  факторы,  эндотелин-1  өндірісін  және  NF-κB экспрессиясын  жоғарылату  арқылы  eNOS  белсенділігін  төмендететіні  анықталған [25].   NF-κB ядролық факторы -эндотелий жасушаларының фенотипін қабынуға қарсы және протромботикалық түрге айналдыруда маңызды рөл атқаратын ген экспрессиясының негізгі реттегіші болып табылады.  Бір  қызығы,  NF-κB  белсендірілуі инсулинге  бұрыннан  қалыптасқан  резистенттілікті  одан  әрі күшейтуі мүмкін. Гипергликемия  NADPH-оксидазаның  және  ОБТ  түзілуіне  жауапты  басқа  да  ферменттердің белсенділігін  арттырады.  Сонымен  қатар,  созылмалы  гипергликемия  жасушалық рецепторлармен өзара әрекеттесетін қанттардың, липидтердің және ақуыздардың қайтымсыз өзара байланысқан гетерогенді туындыларының, соның ішінде ең көп зерттелгені, гликирленудің соңғы өнімдерінің пайда болуына әкеледі [26].
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Сурет 1 - 2-типті қант диабетінің асқынулары
(сурет Luo және басқ. мақаласынан бейімделіп алынған) 

Ескерту – Дереккөз [27]

Көптеген жағдайларда инсулинге резистенттілік семіздікпен және липопротеин метаболизмінің протерогенді бұзылуымен сипатталады. 
Тотығу стресі инсулинге резистенттіліктің дамуында және қант диабетінің микро және макро- тамырлы асқынуларында маңызды рөл атқарады. Сонымен қатар, диабеттің пайда болуы жасуша компоненттерінің деградациясына қатысатын жасушалық аутофагияның бұзылуымен де байланысты болып келеді. Аутофагия және тотығу стресі бір-бірімен тығыз байланысты, өйткені аутофагия ОБТ  түзілетін  орындардың,  яғни,  митохондрия  сияқты  органеллалардың  деградациясына  жауап береді. Аутофагияның бұзылуы іс жүзінде дисфункционалды митохондриялардың жинақталуын тудырады, бұл ОБТ өндірісінің ұлғаюына әкеледі [28]. Демек, қант диабетімен байланысты аутофагияның бұзылуы  ОБТ мөлшерін жоғарылатуда негізгі рөл атқарады [29]. 
Диабеттік жағдайларда, шын мәнінде, үлкен және кіші тамырлардың эндотелий жасушаларында, сондай-ақ  миокардта  митохондриялық  супероксидтің  шамадан  тыс  көбеюі  байқалады [30]. Супероксид  өндірісі  қант  диабетінің  асқынуларының  патогенезіне  қатысатын  бес  негізгі  жолды белсендіруге  жауап  береді:  полиол  жолының  ағымы,  гликирленудің  соңғы  өнімдерінің  түзілуі, олардың  рецепторларының  және  оны  белсендіруші  лигандтардың  жоғарылауы,  протеинкиназа сизоформаларының активтенуі және гексозамин жолының гиперактивтілігі [31]. Осы жолдар арқылы жасушаішілік  ОБТ-ның  ұлғаюы  ишемияға  жауап  ретінде  ангиогенездің  бұзылуын  тудырады, бірқатар қабынуға қарсы жолдарды белсендіреді және ұзақ эпигенетикалық өзгерістерді тудырады. 2-типті қант диабеті кезіндегі атеросклероз және кардиомиопатия ішінара инсулинге селективті резистенттіліктен туындайды, бұл бос май қышқылдарынан митохондриялық ОБТ-ның өндірілуін арттырады [32]. Шынында да, қант диабеті бар трансгенді егеуқұйрықтарға жүргізілген зерттеулер супероксидті  дисмутазаның  шамадан  тыс  экспрессиясы  диабеттік  ретинопатия,  нефропатия  және кардиомиопатияның алдын алатындығын көрсеткен [33, 34]. Инсулинге резистенттіліктіқалыптастыруда Nrf2 факторымен байланысты NF-E2 транскрипцияның тотығу факторы маңызды рөл атқарады [35]. Диабеттік  ретинопатия бүкіл әлемдегі  еңбекке  қабілетті  жастағы  ересектер  мен  қарт  адамдар арасында диабетпен байланысты асқынулардың немесе көру қабілетінің жоғалуының негізгі себебі болып табылады. ОБТ шамадан тыс жинақталуы митохондрияның дисфункциясына, жасушалық апоптозға,  қабынуға,  липидтердің  асқын  тотығуына,  сондай-ақ  көздің  торлы  қабығындағы құрылымдық және функционалдық өзгерістерге әкеледі [36]. Диабеттік ретинопатияның дамуына әкеп соқтыратын  тотығу  стресімен  байланысты  механизмдер  күрделі  болып  табылады.  Торлы қабықтың тотығу стресіне сезімтал болып келуі тек қана жарық немесе ультрафиолет сәулелерінің тұрақты  әсеріне  ғана  байланысты  емес,  сонымен  қатар  торлы  фоторецепторлардың  сыртқы сегменттерінің  мембраналарында  оңай  тотығатын  полиқанықпаған  май  қышқылдарының  көптеп кездесуіне  байланысты [37].  Адам  көзінің  торлы  қабығында  фоторецепторлардың  сыртқы сегменттерінде  орналасқан  негізгі  полиқанықпаған  май  қышқылдары  құрамында  докозагексаен қышқылы, арахидон қышқылы және олеин қышқылы болады және осы үш ПМҚ сәйкесінше май қышқылдарының  жалпы  мөлшерінің  шамамен  50%,  8%  және  10%  құрайды [38].  Демек,  ОБТ өндірісін тежеу торлы қабықты гипергликемия әсерінен туындайтын тотығу стресінен қорғайды.Көптеген дәлелдер гипергликемия тотығу стресінің жоғарылауына әкелетінін дәлелдейді, бұл өз кезегінде, эндотелий, тор, мезангиальды және жүйке жасушаларына зақым келтіру арқылы диабеттік нейропатияның дамуында маңызды рөл атқарады [39]. Митохондриядағы глюкозаның тотығуының бұзылуы қант диабеті кезінде ОБТ түзілуінің негізгі көзі болып табылады деп саналады. Алайда, диабеттік жағдайда глюкоза метаболизмінің бұзылуы глюкозаны немесе аралық гликолиз өнімдерін басқа метаболикалық және метаболикалық емес жолдарға ауыстырады, нәтижесінде митохондрияға протондардың митохондрияға оралу жылдамдығы жоғарылап, АТФ түзілуі тежеледі. Аксондар жүйкелерді қанмен тікелей қамтамасыз ете алатын митохондрияға бай болып келеді. Нейронның артық  ОБТ-ын  детоксикациялай  алмауы,  АТФ-тің  жеткіліксіз  өндірілуімен  қатар,  аксондарды гипергликемия кезінде АФК-мен туындаған зақымға сезімтал етеді, бұл өз кезегінде аксондардың дегенерацияға ұшырауын тездетеді [40]. Тотығу стресінің нәтижесінде эндотелий жасушаларының өзгеруі және NO өндірісі төмендейді, бұл көптеген метаболикалық бұзылыстарды, соның ішінде қант диабетінің түрлі асқынуларын тудырады [41]. 
2-типті қант диабеті мен оның асқынуларының дамуы көбіне генетикалық факторлар мен қоршаған ортаның әсерлерінің, атап айтқанда тамақтану мен өмір салтының күрделі өзара әрекеттесуіне байланысты болып табылады. Бұл факторлар аурудың өршуін тездетуі де, баяулатуы да мүмкін. ҚД2Т-нің дамуына ықпал ететін аталған факторлардың ортақ белгісі - олардың қабыну жауабын қоздыру қабілеті, бұл өз кезегінде қабыну арқылы туындайтын инсулинге резистенттілік пен эндотелийдің дисфункциясына алып келеді.

1.1.1 Метаболикалық синдром және тамыр жүйесіне әсері
Метаболикалық синдром - бұл семіздік, инсулинге төзімділік, артериялық гипертензия, көмірсу алмасуының бұзылуы, холестерин мен триглицеридтер деңгейіндегі ауытқулар сияқты қан тамырлары қаупімен байланысты факторлардың жиынтығын қамтитын күрделі патологиялық жағдай [42]. Бұл жүрек-қан тамырлары аурулары мен 2-типті қант диабетінің даму ықтималдығын едәуір арттырады, сонымен қатар тамырлар мен ішкі мүшелердің зақымдануымен қатар жүретін созылмалы қабыну және тотығу стресімен байланысты болып келеді. Метаболикалық синдром бүкіл әлем бойынша ересектердің шамамен 20-30%-да кездеседі және 2-типті қант диабеті, жүрек-қан тамырлары аурулары мен бауырдың алкогольсіз майлы ауруы қаупін арттырады [43]. Оның пайда болуының нақты себептері толық зерттелмегенімен, бұл жағдай генетикалық факторлар мен өмір салтының жиынтығына байланысты деп саналады. Дұрыс емес тамақтану, қимыл-қозғалыстың аздығы және кортикостероидтар мен антипсихотиктер сияқты кейбір дәрі-дәрмектерді қабылдау да қозғаушы рөл атқарады. Сондай-ақ, метаболикалық синдром созылмалы қабынумен, эндотелий дисфункциясымен және метаболикалық бұзылулармен байланысты, бұл қан тамырлары асқынуларының қаупін одан әрі арттырады [44]. 
Ағзаның сыртқы ортамен өзара әрекеттестігінің айқын мысалдарының бірі - соңғы гликация өнімдерінің (AGEs) ағзаға түсуі. Тамақты термиялық өңдеу, сондай-ақ консервілеу және азық-түлік қауіпсіздігін қамтамасыз ету сияқты технологиялар әртүрлі тағамдық соңғы гликация өнімдерінің, яғни гликотоксиндердің түзілуіне ықпал етеді [45]. Бұл экзогенді AGEs ағзадағы жалпы соңғы гликация өнімдерінің қорын арттырып, метаболикалық жадының қалыптасуына әкеледі. AGEs-тің ұзақ мерзімді жинақталуы созылмалы қабыну, тотығу стресі және қан тамырларының зақымдалуымен байланысты, бұл метаболикалық синдромның туындауын және оның асқынуларының дамуын тездетеді [46]. 
Эпигенетика бұл ДНҚ тізбегінің өзін өзгертпестен кодталмаған нуклеин құрылымдарына әсер ететін гендердің экспрессиясы мен жұмысындағы тұқым қуалайтын өзгерістер механизмі болып табылады. Негізгі эпигенетикалық модификацияларға ДНҚ метилденуі, посттрансляциялық гистон өзгерістері және қоршаған орта факторларына жауап ретінде гендердің транскрипциялық белсенділігіне әсер ететін кодталмаған РНҚ реттелуі жатады [47]. Бұл процестер жасушалық метаболизмді бақылауда, қолайсыз жағдайларға бейімделуде және әртүрлі аурулардың, соның ішінде метаболикалық синдромның, 2-типті қант диабетінің және жүрек-қан тамырлары асқынуларының патогенезінде маңызды рөл атқарады. Ұзақ мерзімді адамдарға жүргізілген зерттеулер көрсеткендей 1 типті қант диабетінің ерте сатысында қарқынды терапияны қолдану дәстүрлі емдеу әдістерімен салыстырғанда микротамырлық асқынулардың (ретинопатия, нейропатия және нефропатия), сондай-ақ макротамырлық (инсульт, атеросклероз және жүректің ишемиялық ауруы) аурулардың пайда болуы мен дамуын айтарлықтай баяулататыны анықталды [48]. Науқастарға жүргізілген 10 жылға жуық зерттеу нәтижелері глюкоза деңгейін ерте кезде бақылауға алудың макротамырлық өзгерістердің өршуіне және фульминантты миокард инфарктісі, цереброваскулярлық аурулар немесе жүрек-қан тамырлары асқынуларының салдарынан өлімге ұшырау қаупінің айтарлықтай төмендеуіне тұрақты оң әсерін көрсетті [49]. Бұл нәтижелер зерттелген топтардағы орташа гликемиялық бақылау үдерісі (HbA1c) көрсеткіштерінің ұқсастығына қарамастан гликемия деңгейіне ерте және қатаң бақылау жүргізудің микро- және макроциркуляторлық жүйеге оң әсер ететінін көрсетеді. «Метаболикалық жады» феномені 2-ші типті қант диабетінде декездеседі, бұл United Kingdom Prospective Diabetes Study (UKPDS) зерттеуінде дәлелденген [50]. Аталған зерттеуге жаңа диагностикаланған 2-ші типті қант диабеті бар 5102 науқас қатысқан. Орташа есеппен 10 жылға созылған зерттеу барысында HbA1c деңгейі жоғарылайтын болса да, ерте гликемиялық бақылау нәтижесінде қант диабетінің тамырлы асқынуларының қаупі төмендейтіні анықталды. Екінші жағынан, адам өмірінің алғашқы кезеңдерінде "метаболикалық бағдарламалау" құбылысы байқалады, бұл болашақта метаболикалық бұзылулардың дамуына әсер етуі мүмкін. Демек, зат алмасу процестері қалыптасуының маңызды кезеңдеріндегі сыртқы және ішкі факторлардың ағзаға әсері ересек жастағы метаболикалық ауруларға бейімділікті алдын ала анықтай алатынын білдіреді. Сонымен қатар, метаболикалық аурулардың ерте кезеңдерінде пайда болатын өзгерістер жиі қайтымсыз және диагноз қойылғаннан кейін емделуі күрделі болып табылады, бұл өз кезегінде, ерте алдын алу шаралары мен ауруды уақытылы анықтаудың маңыздылығын көрсетеді [51]. Мысалы, созылмалы гипергликемияның эндотелий жасушаларына ұзақ уақыт әсер етуі эндотелий дисфункциясының дамуына әкеледі, бұл 2-типті қант диабетінің клиникалық диагнозына дейінгі "метаболикалық есте сақтау" құбылысымен байланыстырылады [52]. Яғни, бұл одан әрі гликемиялық бақылауды тұрақты жүргізіп отырғанмен науқастарда әлі де тамырлы асқынулардың даму қаупі жоғарылауы мүмкін екенін білдіреді. Мұндай өзгерістер қандағы глюкоза деңгейі қалыпқа келгеннен кейін де тамыр жүйесіне әсер етуді жалғастыратын тотығу стресінің, қабыну процестерінің және эпигенетикалық модификациялардың жинақталуымен байланысты болып табылады [52,р. 157]. Метаболикалық жадының қалыптасуына және тамырлы асқынулардың дамуына қатысатын әртүрлі метаболикалық жолдардағы эпигенетикалық өзгерістерді зерттеу өзекті мәселеге айналуда. Бұл зерттеулер глюкоза деңгейін қалыпқа келтіргеннен кейін де гипергликемияның жасушалар мен тіндерге ұзақ мерзімді әсер ету механизмдерін айқындайды. 
Эпигенетикалық посттрансляциялық гистон модификациялары DCCT/EDIC зерттеулеріне қатысушылардың лейкоциттерінде зерттелді. Талдауға DCCT стандартты терапия тобынан 30 науқас іріктеліп алынды, оларда орташа HbA1c деңгейі жоғары болып, 10 жылдық бақылау барысында ретинопатия немесе нефропатияның прогрессиясы байқалды. Бақылау тобына 31 науқас кірді, олар қарқынды гликемиялық терапия алып отырды және EDIC зерттеуінің 10 жылдық кезеңінде асқынулар болмады. Асқынулары бар науқастардың моноциттерінде H3 гистонының лизин-9 ацетилденуіне (H3K9Ac) ұшыраған промоторлық аймақтарының санының статистикалық тұрғыдан едәуір артқаны анықталды [53]. Бұл эпигенетикалық маркер гендердің транскрипциялық белсенділігінің жоғарылауымен байланысты болып келеді, осылайша метаболикалық жады механизмдері мен тұрақты қабыну жағдайының қалыптасуына ықпал етіп, қан тамырлары асқынуларының дамуына әсер етуі мүмкін. Гистондардың гиперацетилденуі хроматиннің босатылуына және гендердің белсенді экспрессиясына ықпал ететіндігін ескере отырып, бұл промоторлық аймақтарда транскрипцияның жоғарылауына әкелетін белсендіруші белгі болды. 15-тен астам ген иммундық жауап пен қабыну процестерін реттеуде шешуші рөл атқаратын каппа-В ядролық факторының (NF-κB) қабыну жолымен байланысты қызмет атқарады [54]. Бұл HbA1c мен аурудың өршуіне қатысатын гендердің промоторлық аймақтарындағы эпигенетикалық өзгерістер арасындағы байланысты ашып көрсеткен алғашқы адамдарға жүргізілген зерттеулердің бірі болып табылады. 
Бірнеше зерттеулер глюкозаның әсерінен туындаған ген экспрессиясының өзгеруі қант диабетімен ауыратын науқастарда гликемия деңгейі қалыпқа келгеннен кейін де сақталатынын көрсетеді. Атап айтқанда, Al-Dabet және бірлескен авторлар p21 ақуызы диабеттік бүйрек ауруы (ДБА) кезінде гипергликемиялық жадының медиаторы және биомаркері ретінде шешуші рөл атқаратынын анықтады [55, 56]. Бұл деректер метаболикалық жады тұжырымдамасымен сәйкес келеді, яғни ұзақ уақытқа созылған гипергликемия молекулалық деңгейде тұрақты өзгерістердің туындауына әкеледі, осылайша, қандағы қант деңгейі реттелгеннен жағдайда да диабеттік асқынулардың өршуіне ықпал етеді. p21 экспрессиясының жоғарылауы жануарлардың әртүрлі үлгілерінде, адам тіндерінде және  in vitro-да анықталды, тіпті SGLT2 немесе инсулин ингибитрлерінің көмегімен глюкоза деңгейі төмендеген жағдайда да тұрақты болып қалды [57]. Бүйрек түтікшелерінің жасушаларында тұрақты p21 экспрессиясын реттеудің болжамды механизмі ДНҚ метилтрансфераза 1 (ДНМТ1) экспрессиясының төмендеуіне байланысты оның промоторының деметилденуімен байланысты болды [58]. ДНМТ1 p21 промоторының метилденуіне және оның экспрессиясының төмендеуіне ықпал етеді. Бұл механизмнің маңыздылығы p21 ақуызы жасушалық қартаюмен және оның маркерлерімен тығыз байланысты болуында. Оған қартаюға байланысты секреторлық фенотип (SASP) гендерінің, соның ішінде IL-1β және IL-6 және циклин-тәуелді киназа тежегіштерінің (p15, p16, p19) белсендірілуі жатады [59]. 
Деректер ДНҚ метилденуі және трансляциядан кейінгі гистон модификациялары сияқты эпигенетикалық механизмдер гипергликемиялық жадыны қалыптастыруда шешуші рөл атқаратынын көрсетеді. Эпигенетикалық өзгерістерге хроматиннің қайта құрылуы ғана емес (мысалы, ДНҚ мен гистон метилденуі, гистон ацетилденуі және N6-метиладенозин (m6A) модификациясы), сонымен қатар кодталмаған РНҚ модификациялары (ncRNA) жатады. Реттеуші ncRNA ұзындығына қарай екі топқа бөлінеді: қысқа ncRNA (микроРНҚ және т.б.) және ұзын кодталмаған РНҚ (lncRNA) [60]. 
Созылмалы төмен дәрежелі қабыну процесі семіздікпен қатар жүретіні белгілі және метаболикалық аурулардың дамуының жалпы факторы болып табылады. Жинақталған деректерге сәйкес, созылмалы қабыну мен тотығу стресінің жоғары деңгейі организмнің метаболикалық гомеостазын бұзатындығы, инсулинге төзімділіктің дамуына және әртүрлі органдардың метаболикалық қайта құрылуына ықпал ететіндігі дәлелденген. Ұйқы безі деңгейінде бұл өзгерістер β-жасушаларында инсулин өндірісінің бұзылуына, ал инсулинге тәуелді тіндерде инсулинге сезімталдықтың төмендеуіне әкеледі [61]. Нәтижесінде көмірсулар алмасуының жүйелік теңгерімсіздігі дамиды, бұл 2-типті қант диабетінің өршуіне және онымен байланысты асқынуларға себеп болады. 
Сонымен қатар, инсулинге тәуелді емес жасушаларда, әсіресе эндотелийде бұл өзгерістер эндотелий дисфункциясына және жүрек-қан тамырлары асқынуларының дамуына әкеледі. Зерттеулер макрофагтардың метаболикалық қайта құрылуын, олардың бауыр, ми, ұйқы безі және май тіні сияқты метаболикалық белсенді органдарға инфильтрациясын, сондай-ақ байланысты аурулардың дамуына ықпалын көрсетеді [62]. Осы тұрғыда тамақтану мен май тінінің рөлінің өзара байланысы байқалады, өйткені ол қабынуға қарсы гендердің экспрессиясының өзгеруі арқылы қайта құрылымдалады. Семіздік кезінде май тінінде эпигеномдық өзгерістер мен макрофагтар бөлетін өнімдер тіндік макрофагтардың қабынуға қарсы (M1-поляризацияланған) фенотипке ауысуына ықпал етеді, бұл инсулинге төзімділіктің дамуына әсер етеді [63]. «Мета-қабыну» (metaflammation) термині метаболикалық ауруларды сүйемелдейтін қабынуды білдіреді және қоректік заттардың артық мөлшерінен туындаған созылмалы қабыну процесімен сипатталады. Қазіргі уақытта «мета-қабыну» тұжырымдамасы кеңінен танылған [64]. 
Метаболикалық аурулар кезінде тотығу стресінің жоғарылауы мен созылмалы қабыну арасында тығыз байланыс бар, сонымен қатар митохондрия шешуші рөл атқарады. Кейбір зерттеулер митохондриялық дисфункция мен тотығу стресінің метаболикалық синдромның дамуына қатысатынын және әртүрлі тіндер мен мүшелердегі инсулинге төзімділіктің, қабынудың және жасуша өлімінің өршуіне ықпал ететінін көрсетеді. Бұл процестер әсіресе қант диабеті кезінде және бауыр, бұлшықет пен май тіндері сияқты тіндерде глюкоза мен майлар жиналатын метаболикалық бұзылулар үшін маңызды болып табылады. Инсулинге төзімділік метаболикалық синдромның және 2-типті қант диабетінің негізгі ерекшелігі болып табылады, ол қандағы глюкозаның жоғарылауына әкеледі [65]. 
Осы мәліметтерге сүйенсек, тотығу стресі мен созылмалы қабыну метаболикалық аурулардың патогенезінде күшейтетін факторлар ретінде бірігіп әрекет етеді. Митохондриялық дисфункция бұл процестерді дамытып, инсулинге төзімділік пен метаболикалық синдромның, соның ішінде 2-типті қант диабетінің дамуына және асқынуына ықпал етеді.

1.1.2 Тотығу стресінің биомаркерлері және олардың жүрек-қантамыр асқынуларымен байланысы
Жасушаларда оттегінің белсенді түрлерінің көптеген көздері бар, соның ішінде митохондриялық дисфункция және NADPH оксидазалары (NOX), ксантиноксидаза (XO), липооксигеназа, миелопероксидаза (MP) және ажыратылған азот оксиді синтазасы (eNOS) сияқты прооксидантты ферменттердің белсендірілуі [65, р. 2611]. Сонымен қатар, антиоксиданттық жүйелердің белсенділігінің төмендеуі қарастырылады, бұл ROS түзілуі мен оларды бейтараптандыру арасындағы теңгерімсіздікке әкеледі. Аталған теңгерімсіздік метаболикалық аурулардың, соның ішінде қант диабеті, жүрек-қан тамырлары аурулары және нейродегенеративті бұзылулардың патогенезінде маңызды рөл атқаратын тотығу стресіне ықпал етеді [66].
Митохондриялар - электрондарды тасымалдау тізбегі (ЭТТ) жұмысы кезінде электрондардың босап шығуынан туындайтын оттегінің белсенді түрлерінің негізгі көзі болып табылады. Бұл процесс NADH және FADH2 электрондарының I және III кешендер деңгейінде босатылуы арқылы жүзеге асады. Гипергликемия жағдайында жасушаның тотығу метаболизмі күшейіп, қалпына келтіретін эквиваленттердің (NADH+H, FADH2) жиналуы тыныс алу тізбегін электрондармен қамтамасыз етеді, бұл олардың көп мөлшерде босап шығуына және супероксидтік радикалдың (O2−•) түзілуінің күшеюіне әкеледі [67]. ОБТ басқа молекулалармен әрекеттесіп немесе екінші реттік белсенді оттегі түрлерін түзіп, тотығу стресінің күшеюіне және жасушалық құрылымдардың зақымдалуына ықпал етуі мүмкін. Супероксид митохондриялық матрицада кездесетін Mn-тәуелді супероксид дисмутаза ферментінің әсерінен сутегі асқын тотығына (H2O2) айналуы жүзеге асырылады [68]. Артық H2O2 митохондриядан таралады және одан әрі цитозолдық SOD, каталаза және глутатион пероксидаза сияқты басқа антиоксидантты ферменттермен метаболизденеді. Егер антиоксиданттық ферменттер H2O2-ны метаболиздемесе, ол супероксидтік радикалмен (O2−•) әрекеттесіп, жоғары реактивті және зиянды гидроксил радикалын (OH•) түзеді. Аталған радикал азот оксидімен (NO) әрекеттесіп, жоғары реактивті пероксинитритті (ONOO−) түзеді, бұл қан тамырларында азот оксидінің биожетімділігін төмендетіп, вазоконстрикторлық әсерлерге әкеледі. Жақында жүргізілген зерттеулер митохондрияның сыртқы мембранасында орналасқан моноаминоксидаза (MAO) ферменттерінің гипергликемия және қабыну жағдайларында H₂O₂ түзетінін анықтады [69]. ОБТ түзілуінің артуы, әсіресе супероксидтік радикалдың (O2−•) көбеюі, протеинкиназа C (PKC) іске қосылуын ынталандырып, NOX арқылы тотығу стресінің және NF-kB арқылы қабыну процестерінің белсендірілуіне әкеледі. 2-типті қант диабетінің модельдерінде жүргізілген зерттеулер NOX-тың қалыптан тыс белсенділігі eNOS-тың ажырауына, вазоконстрикцияға және эндотелий дисфункциясына ықпал ететінін көрсетті [70]. Екінші жағынан, метаболикалық аурулар кезінде антиоксиданттық белсенділіктің төмендеуі байқалады. Супероксид дисмутаза митохондриядағы (Mn/SOD) және цитозолдағы (Cu/Zn/SOD) жасушаларды антиоксиданттық қорғау жүйесінің негізгі элементі болып табылады [71]. SOD белсенділігінің төмендеуі жануарлар үлгілеріне жүргізілген зерттеуде, сондай-ақ адам зерттеулерінің көпшілігінде анықталды [72]. Біздің зерттеуде  қан тамырлары асқынулары жоқ және 2-типті қант диабетімен ауыратын асқынулары бар науқастарда цитозолдық SOD белсенділігін бағаладық және оның белсенділігі бақылау тобымен салыстырғанда науқастардың екі тобында да төмендегенін анықтадық [194, 5б]. 
Гипергликемия жағдайында глюкоза метаболизмінің 30%-ға дейінгі бөлігі альдозоредуктаза ферментінің әсерінен сорбитол түзілуі арқылы жүреді, бұл глутатионредуктаза (GRd) мен eNOS қызметі үшін қажет никотинамидадениндинуклеотидфосфаттың (NADPH) таусылуына әкеледі [73]. ОБТ түзілуінің артуы және антиоксиданттық жүйелердің (SOD, GRd) белсенділігінің төмендеуі тотығу стресін тудырып, эндотелий дисфункциясының дамуына ықпал етеді, бұл диабеттің макроваскулярлық асқынуларының пайда болуына ерте кезеңде себеп болатын негізгі факторларға жатады. Бірқатар зерттеулерде глутатионпероксидаза (GPx) белсенділігінің қант диабетімен ауыратын және гликемиялық бақылауы нашар науқастарда преддиабет жағдайымен салыстырғанда жоғарылағаны анықталды, бұл бос радикалдардың артық түзілуіне бейімделген жауап реакциясы ретінде қарастырылады [74]. Сонымен қатар, біз GPx белсенділігі 40 жастан асқан кем дегенде 5 жыл бұрын 2-типті қант диабеті диагнозы қойылған науқастарда қан тамырлары асқынуларының дамуында жоғары және маңызды болжамды мәнге ие екенін анықтадық [75]. Соңғы зерттеулер көрсеткендей, Nrf2-Keap1 жүйесінің («эритроидты ядролық фактор 2-мен байланысты фактор» және «Kelch тәрізді ECH-пен ассоциацияланған ақуыз») белсенділігінің төмендеуі метаболикалық аурулардың дамуына да әсер етеді. Nrf2 - антиоксиданттық гендердің экспрессиясын реттейтін және жасушаларды тотығу стресінен қорғауда маңызды рөл атқаратын транскрипциялық фактор [76]. Ол кері байланыс механизмі арқылы тотығу стресін шектейді, супероксидті детоксикациялауға, зақымдалған ДНҚ-ны қалпына келтіруге және жасушалардың өмір сүруін жақсартуға ықпал етеді [77]. Сонымен қатар, Nrf2 NF-kB сигнал беру жолын шектеу және қабынуға қарсы цитокиндердің өндірісін азайту арқылы қабыну процесінің қарқындылығын реттейді. Тотығу стресі жағдайында Nrf2 ОБТ бейтараптандыруға және жасушаларды тотығу зақымдануынан қорғауға көмектесетін SOD, CAT және GPx сияқты әртүрлі антиоксиданттық ферменттердің экспрессиясын белсендіріп, күшейте алады [78]. Nrf2 қан тамырларын зақымданудан қорғап, гемоксигеназа-1 (HO-1) сияқты атеропротекторлық гендердің белсендірілуіне ықпал етеді. Сондай-ақ, Nrf2 темір мен ОБТ тәуелді жасушалық өлімнің бір түрі – ферроптоздың алдын алатыны туралы мәліметтер бар [79]. Соңғы гликация өнімдерінің (AGEs) жинақталуы олардың рецепторын (RAGE) белсендіру арқылы Nrf2 сигналдық жолын тежеп, нәтижесінде тотығу стресі мен қабынудың дамуына ықпал етеді. Бұл Nrf2 мақсатты гендерінің экспрессиясының төмендеуіне әкеледі, осылайша тотығу стресіне қарсы қорғаныс реакциясын әлсіретеді, сонымен қатар диабеттік және метаболикалық асқынуларға бейімділікті арттырады [80].
Тотығу стресінің биомаркерлерін талдау олардың қант диабетімен байланысты жүрек-қантамыр асқынуларының патогенезіндегі маңызды рөлін көрсетеді. Негізгі антиоксиданттық ферменттердің белсенділігінің өзгеруі және липидтердің асқын тотығу өнімдерінің жоғарылауы прооксиданттық және антиоксиданттық жүйелер арасындағы теңгерімнің бұзылуына әкеліп соқтырып, эндотелийдің дисфункциясы мен тамырлардың зақымдануына ықпал етеді. 

1.2 Қант диабеті және метаболикалық аурулар кезіндегі митохондриялық дисфункция
Митохондриялық дисфункция, өз кезегінде, митохондриялық функцияның және энергия алмасуының бұзылуымен, митохондриялық динамиканың өзгеруімен және прооксиданттық күймен сипатталатын процесс. Митохондриялық биогенез олардың саны мен мөлшерін сақтауға жауап береді [81]. Бұл процесс бірқатар транскрипциялық факторлар мен ферменттермен реттеледі және жасушалық стресске немесе температура, физикалық белсенділік, тамақтануды шектеу және бұлшықет метаболизмі сияқты физиологиялық тітіркендіргіштерге жауап ретінде белсендіріледі [147, 3б]. Калорияны шектеу немесе физикалық жүктеме кезінде SIRT1 ақуызы (silent information regulator 2) және АМФ белсендірілген протеинкиназа (AMPK) деацетилдену және фосфорлану арқылы пролифератор пероксисімен (PGC-1α) белсендірілген рецептор-γ байланысқан коактиватор-1α реттейді [82]. 
PGC-1α белсендірілуі глюкозаның сіңірілуінің жоғарылауына, митохондриялық биогенезге, май қышқылдарының тотығуына және оттегінің белсенді түрлерінің бейтараптандырылуына әкеледі. Екінші жағынан, митохондриялардың бөлінуі мен бірігу процестері арасындағы тепе-теңдікті сақтау қажет [83]. Артық қоректік заттармен бұл тепе-теңдік бұзылады, бұл дисфункционалды митохондриялардың жинақталуына әкеледі. Нәтижесінде ОБТ түзілуі күшейеді, кальций гомеостазы бұзылады және АТФ өндірісі төмендейді. Митохондриялық динамиканың бұзылуы жасқа байланысты аурулардың дамуында маңызды рөл атқарады. Метаболикалық аурулар ересек жасқа тән болғандықтан, олар митохондриялық дисфункцияны және тотығу стресін одан әрі күшейтеді [84]. Митохондриогенез семіздік пен қант диабеті кезінде төмендейтіні көрсетілген. Митохондриялардың динамикасының бұзылуы мтДНҚ мутацияларының жиналуына әкеледі, антиоксиданттық қорғанысты әлсіретеді және метаболикалық бұзылуларды, соның ішінде метаболикалық ауруларға себеп болады. ОБТ өндірісінің жоғарылауы иммундық жасушалардағы RSS сезімтал TRPM2 (transient receptor potential melastatin 2) арнасын белсендіріп, кальций иондарының ағынын тудырады [85]. Бұл қант диабетімен байланысты митохондриялық фрагментацияға әкеліп, жасушалардың, әсіресе иммундық жүйе жасушаларының қызметін бұзады. Бірқатар зерттеулер митохондриялық дисфункция мен NLRP3 қабынуының белсендірілуі арасындағы тығыз байланысты көрсетеді [86]. 
Семіздік кезінде AMP белсендірілген протеинкиназа (AMPK) белсенділігінің төмендеуі митофагияның тежелуіне, зақымдалған митохондриялардың және жасушаішілік митохондриялық белсенді оттегі түрлерінің (mtROS) жиналуына, митохондриялық ДНҚ (mtDNA) бөлінуіне және NLRP3 қабынуының белсендірілуіне әкеледі. Нәтижесінде IL-1β және IL-18 секрециясы жүреді, бұл IRS-1 сериндік фосфорлануы және инсулиндік сигнал беру жүйесінің бұзылуы арқылы инсулинге төзімділіктің дамуына ықпал етеді [87]. Митохондриялық дисфункция ОБТ деңгейін және АТФ өндірісін өзгерту арқылы инсулиндік сигнал беру жүйесінің қызметін нашарлатуы мүмкін. Сонымен қатар, ОБТ инсулин рецепторы-1 (IRS-1) субстратын фосфорлайтын және инсулиндік сигнал беру жүйесін басатын JNK және IK сияқты ақуыз киназаларын белсендіреді [88]. Бұдан бөлек, АТФ өндірісінің төмендеуі инсулиндік сигнал беруді тежеп, GLUT4 сияқты глюкоза тасымалдаушылардың жасуша бетіне шығуын шектеуі мүмкін. 
Митохондриялық ферменттер мен май қышқылдарының β-тотығуына қатысатын ферменттердің посттранскрипциялық деңгейде реттелуі митохондриялардың қызметін бақылауда маңызды рөл атқарады [89]. Митохондриялық дисфункция АТФ пен ацетил-КоА өндірісі мен пайдаланылуына әсер етіп, инсулиндік сигналдық жолдарға ықпал етуі мүмкін. Әсіресе, митохондриялық ақуыздардың гиперацетилденуі олардың белсенділігін төмендетіп, митохондриялық дисфункция мен АТФ өндірісінің азаюына әкеледі [90]. Мысалы, АТФ өндірісінің төмендеуі Akt активациясын тежесе, ал ацетил-КоА деңгейінің өзгеруі инсулиндік сигнализацияға қатысатын негізгі ақуыздардың ацетилденуіне әсер етуі мүмкін. Мұндай өзгерістер липоуыттылық жағдайында, яғни тамақтану режимінің өзгеруіне байланысты немесе митохондриялық NAD-тәуелді SIRT3 ақуызының белсенділігі бұзылған кезде пайда болады. Атап айтқанда, SIRT3 нокаутты тышқандарында қаңқа бұлшықеттерінде инсулинге тәуелді глюкоза сіңірілуі бұзылып, инсулинге төзімділік жоғарылағаны байқалған [91]. Митохондриялардың басқа органеллалармен өзара әрекеттесуінің өзгеруі көбіне митохондриялық дисфункция мен инсулинге төзімділікпен қатар жүреді.
Сонымен қатар, митохондрия мен липидті тамшылар арасындағы байланыстардың бұзылуы липидтердің эктопиялық жиналуына, липоуыттылыққа және инсулинге төзімділіктің дамуына ықпал етеді. Бұл құбылыстар семіздік пен 2-типті қант диабеті сияқты метаболикалық бұзылулар кезінде байқалады [92]. 
Созылмалы төмен деңгейлі қабыну артық май жиналу мен метаболикалық бұзылыстар, соның ішінде инсулинге төзімділік арасындағы байланыстырушы фактор ретінде қарастырылуда. Бұл процеске қатысатын бірнеше сигналдық жолдардың ішінде (NF-κB, p38 MAPK, JNK/SAPK), метаболикалық аурулардың патогенезінде ядролық фактор каппа-В транскрипциялық факторы мен NLRP3 инфламмасомасының (нуклеотидтерді байланыстыру және олигомеризация, лейцинге бай қайталанулар және пирин домені) белсендірілуі негізгі рөл атқарады [93]. Бұл сигналдық жол тотығу стресін, май тінінің жинақталуын және созылмалы төмен деңгейлі қабынуды инсулинге төзімділікпен және метаболикалық аурулар кезіндегі қабынудың күшеюімен байланыстырады. Қазіргі зерттеулер көрсеткендей, жоғары глюкоза деңгейі мен бос май қышқылдары сияқты стресстік факторлар NF-κB-ның дәстүрлі емес сигналдық жолын белсендіруі мүмкін, бұл цитокиндер мен хемокиндердің бөлінуіне, қабынудың күшеюіне және β-жасушалар функциясының бұзылуына алып келеді [94]. NF-κB - қабыну реакциялары мен ауруларының негізгі реттеушісі, ол метаболикалық, тотығу, иммундық және қабыну жүйелерін байланыстырады. NF-κB - иммундық жүйе қызметін, қабыну реакцияларын және жасушалық стресс жауаптарын реттейтін транскрипциялық реттеуші фактор. Қалыпты жағдайда NF-κB цитоплазмада каппа-В ингибиторы (IκB) деп аталатын ақуыздық кешенмен байланысып, белсенді емес күйде болады [95]. 
Алайда, тотығу стресінің әсерінен белсенді оттегі түрлері IκB киназа (IKK) кешенін белсендіре алады, бұл IκB-ның фосфорлануына, оның убиквитинизациясына және протеасомада ыдырауына әкеледі. Нәтижесінде NF-κB ядроға өтіп, мақсатты гендердің транскрипциясын іске қосады. Метаболикалық аурулар кезінде NF-κB белсенуі қабынуға қарсы цитокиндердің, соның ішінде про-IL-1β және про-IL-18 экспрессиясының күшеюіне әкеледі. NLRP3-ASC-pro-CASP1 кешенінің белсенуі pro-CASP1-дің белсенді CASP1 формасына өтуіне ықпал етеді, бұл IL-1β және IL-18-дің белсенді түрлерге айналуына себеп болады [96]. Әрі қарай, IL-18 TNFα өндірісін ынталандырады, бұл өз кезегінде IL-6 және C-реактивті ақуыздың синтезі мен бөлінуін күшейтеді [97]. 
Семіздік, митохондриялық дисфункция және NF-κB NLRP3 сигналдық жолының белсендірілуі арасында нақты байланыс бар (2-сурет). NLRP3 жетіспеушілігі бар тышқандар майлы диетаның әсерінен болатын семіздік пен инсулинге төзімділіктен қорғалған [98]. Көп мөлшерде майларды қамтитын диеталар ішек микробиотасында өзгерістер тудырады және оның өткізгіштігін арттырады, бұл айналымдағы LPS деңгейінің жоғарылауына, сондай-ақ керамидтер мен қаныққан май қышқылдарының көбеюіне әкеледі. NF-κB-NLRP3 қабынуының сигналдық жолын эндогендік цитокиндер белсендіре алады, олардың деңгейі семіздік кезінде жоғарылайды және бұл белсендірілу Toll тәрізді рецепторлар (TLR) арқылы жүзеге асырылады [99]. Бұл молекулалардың барлығы TLR арқылы әрекет етеді. Екінші жағынан, митохондриялық дисфункция цитозолдағы тотыққан mtДНҚ және ОБТ деңгейін жоғарылатады. Аталған молекулалар NLRP3 қабынуын белсендіру үшін екінші реттік сигналдық жүйелер ретінде қызмет ете алады. IL-1β глюкоза деңгейін бақылау үшін қажетті инсулиндік сигнал беру жолын тежеу және инсулинге төзімділіктің дамуына ықпал ету арқылы IRS-1 генінің тирозин-фосфорлануын және экспрессиясын төмендетеді [100]. 
IL-6 және TNF-α инсулинге төзімділіктің дамуына ықпал ететін механизм күрделі және бірнеше сигналдық жолдарды қамтиды [101]. Ұсынылған механизмдердің бірі - осы цитокиндердің серин/треонинкиназа фосфатидилинозитол 3-киназа/ақуыз киназа B (PI3K/AKT), сондай-ақ Janus киназа/транскрипциялық активатор 3 (JAK/STAT) сигнал беру жолын белсендіруі. Екі жағдайда да инсулин рецепторы-1 (IRS-1) субстратының фосфорлануы инсулиндік сигнал беруді тежейді және инсулинге төзімділіктің дамуына ықпал етеді [102]. Жануарлар моделінде жүргізілген зерттеуде JAK/STAT жолының арнайы ингибиторын қолдану диабет индуцирленген тышқандарда, сондай-ақ in vitro жағдайда өсірілген жасушаларда тор қабықтың тамырлық өткізгіштігін айтарлықтай төмендететіні көрсетілді. Зерттеу авторлары бұл сигналдық жолды тежеу диабеттік ретинопатияны емдеудің перспективті әдісі болуы мүмкін деп болжады [103]. 
Сонымен қатар, IL-6 және TNF-α моноциттік химоатрактантты ақуыз-1 (MCP-1) және фракталкин сияқты басқа цитокиндердің өндірісін тудыруы мүмкін. Жануарлар моделінде жүргізілген зерттеу нәтижесінде диабетпен индуцирленген тышқандарда және in vitro жағдайында өсірілген жасушаларда JAK/STAT сигналдық жолының арнайы ингибиторын қолдану арқылы тор қабықтағы тамырлардың өткізгіштігі айтарлықтай төмендегені анықталды [104]. Зерттеу авторлары бұл жолды тежеу диабеттік ретинопатияны емдеудің перспективті әдісі болуы мүмкін деп болжады. Сонымен қатар, IL-6 және TNF-α моноциттерді хемоаттрактантты ақуыз-1 (MCP-1) және фракталкин сияқты басқа цитокиндердің түзілуін ынталандыруы мүмкін [105].     
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Сурет 2 - Эндотелий жасушасындағы метаболикалық өзгерістер 
(сурет BioRender.com сайтында жасалған)

Эндогенді цитокиндердің жоғары деңгейі Toll тәрізді рецепторлар (TLRs) арқылы NF-κB- NLRP3 инфламмасома сигналық жолын белсендіреді [106]. Гипергликемия жағдайында қалпына келтіргіш эквиваленттердің (NADH+H, FADH2) жиналуы тыныс алу тізбегіне электрондардың көптеп берілуіне әкеледі, бұл электрондардың ағып кетуін және супероксид радикалының (O2−•) түзілуін арттырады. Полиол жолының белсенділігі гликирленудің соңғы өнімдерінің (AGEs) жинақталуына әкеледі, олар AGEs рецепторларымен (RAGE) байланысып, NAD(P)H оксидаза сияқты прооксидантты ферменттерді белсендіреді және жасушаның антиоксиданттық жүйесінің негізгі компоненті NRF2 деңгейін төмендетеді [107]. Май қышқылдарының артық β-тотығуы D-ацилглицеролдың жиналуына ықпал етіп, протеинкиназа C (PKC) белсенділігін күшейтеді. NF-κB ядроға өтеді және про-IL-1, про-IL-18 және про-каспаза-1 сияқты мақсатты гендердің транскрипциясын белсендіреді. NLRP3 инфламмасомасының белсенділігі про-каспаза-1-дің Caspase 1-дің белсенді түріне айналуына ықпал етеді, ол өз кезегінде IL-1β және IL-18-ді олардың белсенді түріне айналдырады. IL-18 TNF-λ өндірісін күшейтеді, ал бұл өз кезегінде IL-6 және C-реактивті белоктың (CRP, суретте көрсетілмеген) синтезі мен бөлінуін ынталандырады [108]. Сонымен қатар, адгезия молекулаларының түзілуі күшейеді: тамырлық адгезия молекуласы-1 (VCAM-1), тромбоциттерден алынған өсу факторы (PDGF) және тамыр эндотелийінің өсу факторы (VEGF). Эндоплазмалық тордың стресі NLRP3 инфламмасомасын белсендіруге және тотығу стресін күшейтуге қосымша ықпал етеді [109]. 
Басқа механизм бойынша TLRs белсендірілуі сигналдық іс-әрекеттер каскадын іске қосады, бұл қабыну цитокиндерінің, хемокиндердің және басқа да эффекторлы молекулалардың экспрессиясын күшейтеді [110]. Нәтижесінде, бұл патогендерге қарсы күресуге немесе тіндерді қалпына келтіруге қатысатын иммундық жасушалардың белсенуі мен тартылуына ықпал етеді. Мысалы, TLR4 инсулин сигналын жеткізу мен адипоциттердегі глюкозаны сіңіруді бұзатыны анықталса, TLR2 және TLR9 β-жасушаларда инсулин секрециясын модуляциялайды. TLR4 қабыну реакцияларының туындауында маңызды рөл атқарады. Оның белсендірілуі адаптерлік MyD88 ақуызының тартылуына және NF-κB сигналдық жолының белсенуіне әкеледі [111]. 
Деректер эндоплазмалық тордың стресінің NLRP3 инфламмасомасының белсендірілуінде негізгі фактор болып табылатынын және ол ЭТ-да дұрыс қатталмаған немесе қатталмаған ақуыздардың жиналуына жасушалық жауап ретінде пайда болатын тотығу стресімен күшейетінін көрсетеді [112]. Алайда, ЭТ стресі тым күшті немесе ұзаққа созылған жағдайда, ақуыздарды қаттау реакциясы (UPR) проапоптотикалық жолдарды белсендіріп, β-жасушалардың өліміне ұшыратады. Бұл өзара байланысты процестер тотығу және ЭТ стрессінің бір-бірін күшейтуіне әкеліп, жүрек-қантамыр ауруларының дамуына ықпал етуі мүмкін [113].  
Нәтижесінде IL-1β, IL-18, IL-6 және TNF-α өндірілуі артады. Бұл цитокиндер жасушадан тыс кеңістікке бөлініп, эндотелий жасушаларына паракриндік молекулалар ретінде әсер етеді, эндотелий адгезия молекулаларының, соның ішінде ICAM-1 және VCAM  экспрессиясын күшейтіп, прокоагулянттық белсенділікті арттырады [114]. IL-1β IRS-1 тирозиндік фосфорлануын және оның гендік экспрессиясын төмендетіп, инсулинге төзімділіктің дамуына ықпал етеді. Соңғы зерттеулер көрсеткендей, қабынуға қарсы (IL-1β, IL-6, TNF-α, VEGF) және фиброзға бейім (ICAM-1, VCAM-1) гендердің артық экспрессиясы қант диабетімен ауыратын науқастарда нефропатияның пайда болуымен байланысты. 
Митохондрия қызметінің бұзылуы, оттегінің белсенді түрлерінің шамадан тыс түзілуі және одан әрі тотығу стресін, қабыну үдерістерін және инсулинге төзімділікті арттырады. Бұл патологиялық өзгерістер метаболикалық тепе-теңдіктің бұзылуын күшейтіп қана қоймай, қантамырлық асқынулардың туында қаупін де арттырады. Митохондриялық дисфункция механизмдерін түсіну митохондриялық денсаулықты қалпына келтіруге және ұзақ мерзімді асқынулардың алдын алуға бағытталған нысаналы терапиялық шараларды әзірлеуге мүмкіндік береді.

1.2.1 МикроРНҚ арқылы тотығу стресі мен қабынуды реттеу
МикроРНҚ - шамамен 18-22 нуклеотидтен тұратын шағын кодталмайтын молекулалар, олар өздерінің нысана мРНҚ экспрессиясын посттранскрипциялық деңгейде реттей алады. Олардың экспрессиясы сыртқы факторлар мен дәрілік заттардың әсерінен өзгеруі мүмкін. Біз тотығу стресін және NF-kB-NLRP3 инфламмасома жолын реттеуге қатысатын микроРНҚ қарастырамыз [115]. 
МикроРНҚ-ға арналған зерттеулер соңғы жылдары олардың ауруларды диагностикалаудағы және жасушааралық байланыстағы маңызды рөліне назар аудартады. Жасушадан тыс микроРНҚ тіндер арасындағы сигналдарды жеткізуде маңызды рөл атқарады және әртүрлі ауруларды диагностикалауда маңызды биомаркер ретінде әлеуетке ие [116]. Әрбір жасушадағы микроРНҚ мөлшері жасуша ішінде жүретін эндогенді өнім мен жасушадан тыс ортадан экзогенді микроРНҚ-ның сіңірілуінің үйлесімі арқылы анықталады. Бұл екі фактор жасушадағы жалпы микроРНҚ деңгейіне әсер етіп, өз кезегінде жасушалық функциялар мен ген экспрессиясына ықпал етуі мүмкін. 
Жинақталған деректерге сәйкес, жасушадан тыс везикулалар, әсіресе экзосомалар, қабынудың таралуына ықпал етіп, тамырлық зақымданудың дамуына қатысуы мүмкін [147, 5б]. Соңғы зерттеулерде қабыну ошағындағы эндотелий жасушалары бөліп шығаратын EVs-тің моноциттердің қабыну фенотипіне ауысуына әсері зерттелуде. In vitro зерттеулер гипергликемиялық жағдайға ұшыраған ЭЖ-де EVs саны мен өлшемінің өзгеретінін, сондай-ақ олардың прокоагулянттық белсенділігі артып, эндотелийдің прогрессивті зақымдалуына ықпал ететінін көрсетті [117]. Қызығы, қартаю да Evs-тің қасиеттері мен олардың микроРНҚ құрамына осындай әсер етеді. Zhang зерттеулерінде семіздікке ұшыраған тышқандардың адипоциттерінен бөлінген жасушадан тыс везикулалар макрофагтардың қабыну фенотипін айтарлықтай күшейтетінін анықтады, бұл, miR-155 экспрессиясының жоғарылауымен байланысты болуы да ықтимал. Castaño және басқа да зерттеушілер семіздіккке ұшыраған тышқандардың қан плазмасынан бөлінген EVs қалыпты тышқандарда глюкозаға төзімсіздік пен дислипидемияның дамуына әкелетінін көрсетті [118]. Бұл бұзылулар экзосомалық miR-122, miR-192 және miR-27 деңгейінің жоғарылауымен байланысты деп болжанады. 
Бірқатар зерттеулер тотығу стресінің көптеген микроРНҚ экспрессия деңгейлерін өзгерте алатынын көрсетті, бұл олардың жасушалардың тотығу стресіне реакциясына қатысуы мүмкін екенін білдіреді [119]. Сонымен қатар, кейбір микроРНҚ жүрек-қан тамыр жүйесіндегі тотығу стресінің реттеушілері ретінде анықталды, олар ОБС түзушілерге, антиоксиданттық сигнал жолдарына және жекелеген антиоксиданттық эффекторлық ақуыздарға әсер етеді. Мысалы, miR-21 тотығу стресіне қатысы бар бірнеше гендердің, соның ішінде SOD және гемоксигеназа-1 (HO-1) экспрессиясын реттейтіні көрсетілген. miR-126 SIRT1 және SOD2 экспрессиясын индукциялап, эндотелий жасушаларын ОБТ түзілуінен және мерзімінен бұрын қартаюдан қорғайды [120]. miR-140-5p тотығу стресі мен ОБТ деңгейін ядролық эритроидқа қатысты фактор 2, SIRT-2 және HO-1 ақуыздарының экспрессиясын арттыру арқылы төмендетеді. Бұрын сипатталғандай, қабыну метаболизмдік аурулардың дамуында маңызды рөл атқарады. Соңғы жылдары микроРНҚ қабынудың негізгі реттеушілері ретінде танылып, оның басталуы мен аяқталуын бақылайтын сигналдық жолдарды модуляциялауда белсенді факторға айналуда [121]. Бірқатар микроРНҚ қабыну ауруларының патогенезінде маңызды орын алатыны анықталды, ал олардың экспрессия деңгейін реттеу клиникалық терапияның перспективті бағыты ретінде қарастырылуда. Ең көп зерттелген микроРНҚ қатарына miR-21, miR-146a, miR-10a, miR-9 және miR-155 жатады, олар митохондриялық дисфункция мен қабынуды әртүрлі деңгейде эпигенетикалық реттеуге қатысады [122]. miR-21 және miR-9 қабынуға қарсы әсер көрсетіп, NF-kB және NLRP3 сигналдық жолдарын белсендіру қабілетімен байланысты болуы мүмкін.
miR-146a митохондриялық деңгейде энергия алмасуына тікелей әсер етеді, ал оның төмен экспрессиясы макрофагтардағы созылмалы қабыну деңгейімен байланысты. miR-155 қабыну процестерін, соның ішінде семіздік, атеросклероз және диабет кезінде реттеуге қатысады. miR-126 май тініндегі инсулин рецепторын реттеумен, сондай-ақ тамырлардың тұтастығын сақтау және ангиогенезбен байланысты [123]. Жақында жүргізілген зерттеулердің бірінде айналымдағы miR-21, miR-126, сондай-ақ GPx және AOPP деңгейлерінің болжамдық маңызы бар екені көрсетіліп, оларды ықтимал биомаркерлер ретінде қарастыруға болатыны анықталды [124]. 
Соңғы зерттеулер семіздік жағдайы жасушадан тыс везикулалардың, соның ішінде экзосомалардың құрамына әсер ете алатынын көрсетті. Бұл везикулалар май тіндері арқылы бөлініп шығып, микроРНҚ-ны тасымалдай алады [125]. Мысалы, семіз және қалыпты адамдардың май тіндерінен алынған EVs құрамындағы микроРНҚ профильдері әртүрлі екені анықталған. Сонымен қатар, афроамерикандық әйелдерде бариатриялық хирургияға дейін және кейін EVs құрамындағы микроРНҚ деңгейлерінің өзгеретіні байқалған, бұл семіздік пен оның емдеу тәсілдерінің EVs ішіндегі микроРНҚ құрамына әсер ететінін көрсетеді [126]. Семіз және қалыпты жағдайдағы тышқандарға жүргізілген зерттеулер де EVs пен микроРНҚ құрамындағы өзгерістерді анықтады. Әсіресе, семіз тышқандардың май тініндегі макрофагтардан бөлінетін экзосомалар (ATMEXOs) қалыпты тышқандарға енгізілген кезде, олардың инсулинге төзімділігі мен глюкозаға төзімсіздігін арттырғаны ерекше назар аудартады. Бұл семіздік кезінде май тіндері арқылы бөлінетін EVs нысана жасушалар мен тіндердің метаболикалық гомеостазына ықпал ете алатынын көрсетеді [127]. 
Бұдан бөлек, қалыпты тышқандардан алынған ATM-EXO-ларды семіз тышқандарға енгізген кезде инсулинге төзімділіктің жақсарғаны байқалды. Зерттеу барысында семіз тышқандардан бөлінген ATM-EXO-ларда miR-155 деңгейі қалыпты тышқандарға қарағанда жоғары болғаны анықталды, ал оның тежелуі глюкозалық гомеостазға кері әсерін азайтты [128]. Сонымен қатар, miR-155 деңгейі төмен қалыпты тышқандардан алынған ATM-EXO-ларды семіз тышқандарға енгізу инсулинге төзімділікті төмендетті. Бұл EV құрамындағы miR-155 семіздіктің метаболикалық әсерлеріне ықпал етуі мүмкін екенін және оны модуляциялау семіздікпен байланысты метаболикалық бұзылуларға қарсы терапиялық стратегия бола алатынын көрсетеді. Май тінінің макрофагтары miR-155 деңгейі жоғары EV-ларды бөлетіні анықталды [129]. Семіз тышқандарда miR-155 генін жою бақылау тобымен салыстырғанда инсулинге сезімталдық пен глюкозаға толеранттылықты жақсартты, бұл miR-155 инсулиннің нысана-жасушаларына тасымалданып, инсулинге сезімталдыққа айтарлықтай әсер етуі мүмкін екенін көрсетеді. Дегенмен, miR-155-тің NLRP3 инфламмасомасын реттеудегі рөлі әлі толық зерттелмеген. Жақында жүргізілген in vitro және атеросклероз моделі (ApoE−/− тышқандар) бойынша зерттеу miR-155-тің тотықан LDL (ox-LDL) әсерінен белсендірілген макрофагтардағы NLRP3 инфламмасомасының белсендірілуіне ERK1/2 сигналы арқылы қатысатынын көрсетті [130]. 
Керісінше, miR-690 сүйек кемігінің қабынуға қарсы M2-типті макрофагтарынан (M2 Exos) бөлінген экзосомалардағы ең көп кездесетін микроРНҚ болды. Бұл зерттеудің авторлары M2 Exos-тың in vitro және in vivo модельдеріндегі әсерін бағалап, олардың қолданылуы май тінінің макрофагтарының (ATMs) белсендіру күйінің қабынуға қарсы M2 тәрізді фенотипке ауысуына ықпал ететінін анықтады [131]. Сонымен қатар, miR-690 миметиктерін қолдана отырып, зерттеушілер miR-690-ға байытылған экзосомалар семіз тышқандардағы инсулинге сезімталдықты жақсарта алатынын көрсетті. Өз кезегінде, басқа микроРНҚ-лар эпигенетикалық деңгейде метаболикалық жадты сақтауға қатысады [132].
MiR-29a - семіздікпен байланысты инсулинге төзімділіктің ықтимал реттеушілерінің бірі. Оның деңгейі май тінінің макрофагтарынан бөлінетін экзосомаларда жоғарылап, миоциттерге, гепатоциттерге және адипоциттерге тасымалдана алады, бұл өз кезегінде in vitro және in vivo жағдайларында инсулинге төзімділікке әкеледі (сурет 3).
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Сурет 3 - Экзосомалық микроРНҚ-лардың метаболикалық аурулардың патогенезіне қатысуының мысалдары
 
MiR-29 тобына үш микроРНҚ кіреді: miR-29a, miR-29b және miR-29c. Зерттеулер miR29a және miR-29c қаңқалық бұлшықеттерде GLUT4 рецептор экспрессиясын реттейтінін көрсетті [133]. Бұл микроРНҚ-лардың мөлшерден тыс экспрессиясы глюкозаның жасушаға енуін бастапқы жағдайда төмендетіп, ал инсулиннің әсерінен гликолиз және глюконеогенез процестерін әлсіретеді. Гипергликемия диабеттік жануарлар моделінің эндотелий жасушаларында метаболикалық жадыны тудырады, бұл miR-27a-3p экспрессиясының жоғарылауына, NRF2 экспрессиясының төмендеуіне, β түрлендіргіш өсу факторы (TGF-β) сигналының күшеюіне, сондай-ақ ОБТ түзілуінің артуына әкеледі [134]. Осы өзгерістердің барлығы диабет кезіндегі жүрек дисфункциясының дамуына ықпал етеді және глюкоза деңгейі төмендетілгеннен кейін де бұл жағдай сақталады. Бұл in vitro зерттеуге сәйкес, miR-27a-3p гипергликемия әсерінен болған NRF2 экспрессиясының төмендеуінің негізгі реттеушісі болып табылады және метаболикалық жадының қалыптасуына қатысады. Сондай-ақ, NRF2 белсендірушісі мен miR-27a-3p тежегішін қолдану диабеттік тышқан моделінде миокард функциясын жақсартатыны көрсетілді. Осыған байланысты NF-kB/miR-27a-3p/NRF2/ROS сигналдық жолы метаболикалық жадыны бұғаттаушы нысанасы ретінде ұсынылды [135]. 
Семіздік жағдайындағы тышқандардан алынған май тінінің макрофагтарынан бөлінген экзосомалар қалыпты тышқандарға енгізілген кезде инсулинге төзімділік пен глюкозаға толеранттылықтың бұзылуын тудырады (бұл miR-155-пен байланысты) [136]. ATM экзосомаларындағы miR-29 миоциттерге, гепатоциттерге және адипоциттерге тасымалданып, in vivo жағдайында инсулинге төзімділікке әкелуі мүмкін. Ал miR-690, қабынуға қарсы M2-типті макрофагтардың экзосомаларында көп мөлшерде кездесетін микроРНҚ, ATM-EXO-ның M2-типті қабынуға қарсы фенотипке қайта бағдарлануына ықпал етеді [137]. 
MiR-10a NF-κB сигналдық жолына қатысатын бірнеше нысана гендердің жұмысын тежейді. Оның экспрессиясының төмендеуі қабыну жағдайларында байқалады, бұл miR-10a синтетикалық аналогын қолдану арқылы қабыну реакцияларын модуляциялау тиімді терапиялық стратегия болуы мүмкін екенін көрсетеді. Жануарлар модельдерінде жүргізілген зерттеулер miR-10a мимикасы қабынуды әртүрлі ауруларда, соның ішінде диабеттік нефропатияда бәсеңдететінін көрсетті [138]. MiR-10a мимикасының клиникалық қолданудағы, соның ішінде метаболикалық ауруларды емдеудегі терапиялық әлеуетін зерттеу үшін әлі де қосымша зерттеулер қажет.
MiR-9 - қабынуды реттеуге қатысатын тағы бір микроРНҚ. NF-κB белсендірілген кезде оның экспрессиясы адам моноциттері мен нейтрофилдерінде артады және NF-κB-ге тәуелді жауаптарды кері реттеу функциясын орындайды [139]. Сондай-ақ, miR-9 NLRP3 инфламмасомасының түзілуін тежейтіні анықталды, бұл, JAK1/STAT1 сигналдық жолына әсер ету арқылы жүзеге асады деп болжанады. MiR-9-дың қабынуды реттеудегі нақты механизмдерін анықтау және оның терапиялық әлеуетін зерттеу үшін қосымша зерттеулер қажет [140].
MiR-146a-5p экспрессиясының төмендеуі гипергликемия жағдайында адамның эндотелий жасушаларында (HAECs) анықталады. Сонымен қатар, оның төмендеуі ұзаққа созылған жоғары глюкоза деңгейінің салдары болды. MiR-146a TRAF6 және IRAK1 нысана гендеріне бағытталып, NF-kB байланысу белсенділігін тежейді, сондай-ақ MCR-1 және IL-6 сияқты проатерогендік гендердің экспрессиясына қатысады [141]. Циркуляциядағы miR-146a деңгейінің айтарлықтай жасқа байланысты төмендеуі сау адамдарда да, 2-типті қант диабетімен ауыратын науқастарда да тіркелді. Сонымен қатар, miR-146a қартаюдың денсаулыққа әсерін және жасқа байланысты ауруларға бейімділікті бағалауға арналған жаңа биомаркер ретінде ұсынылады [142]. 
Циркуляциядағы микроРНҚ профилі мен экзосомалардағы микроРНҚ аурудың табиғи ағымының әртүрлі кезеңдерінде айтарлықтай өзгереді және қолданылатын терапияның әсеріне де біршама өзгеріске ұшырауы мүмкін. Сонымен қатар, жаңа деректер микроРНҚ деңгейін реттейтін әртүрлі емдеу әдістері мен қоспаларды стандартты терапиямен бірге қолдану науқастың жағдайын жақсартудың және тамырлық асқынулардың алдын алудың тиімді тәсілі болатынын көрсетеді [143]. 
МикроРНҚ тотығу стресі мен қабыну процестерін реттеуде маңызды молекулалық көпір ретінде әрекет етеді. Олар антиоксиданттық жүйенің қызметін, қабыну цитокиндерінің экспрессиясын және жасушааралық сигнал беру жолдарын модуляциялау арқылы патологиялық процестердің дамуына тікелей ықпал етеді. МикроРНҚ деңгейлерінің өзгеруі тотығу стресінің күшеюіне, созылмалы қабынудың артуына және қантамырлық зақымданудың көбеюіне әкелуі мүмкін. 

1.2.2 Метаболикалық аурулар кезінде қолданылатын емдеу әдістерінің тотығу стресі мен микроРНҚ экспрессиясына әсері
Метформин - 2-типті қант диабетін емдеуде кеңінен қолданылатын бірінші қатардағы дәрілік зат. Оның қолжетімділігі мен 60 жылдан астам уақыт бойы клиникалық қолданылуы, сондай-ақ ағзаға кешенді әсер етуі оны жаһандық деңгейде маңызды терапиялық агентке айналдырды [144]. Алдыңғы зерттеулер көрсеткендей, метформин эндотелийдің негізгі биологиялық процестеріне, соның ішінде ангиогенезге, жасушалық қартаюға, пролиферацияға, миграцияға және капиллярлық құрылымдардың түзілуіне ықпал етеді. Сонымен қатар, оның микроРНК экспрессиясын реттеуге әсері анықталған.
Метформиннің әсер ету механизмдерінің бірі - miR-146a және miR-99b деңгейін жоғарылату, сондай-ақ miR-155 экспрессиясын төмендету. Зерттеулер көрсеткендей, метформинмен ем қабылдаған 2-типті қант диабеті науқастарында miR-146a экспрессиясы айтарлықтай артқан [145]. Бұл микроРНК NF-kB сигналының төмендеуіне қатысады, ал оның экспрессиясының жоғарылауы метформиннің қабынуға қарсы және қартаюға қарсы әсерлерін күшейтуі мүмкін [146].
Сонымен қатар, miR-99b және miR-155 жүрек гипертрофиясын AKT сигналы арқылы реттейді, бұл метформиннің гипертрофияға қарсы әсерін көрсетеді. Препараттың цитопротекторлық әсері Nrf2/HO-1 сигналының белсенділігі арқылы жүзеге асатыны дәлелденген, бұл процесс AKT арқылы реттеледі [147].
Клиникалық зерттеулерде метформинмен үш айлық емдеу гликацияны тежейтінін, RAGE арқылы жүретін қабыну реакцияларын төмендететінін және антиоксиданттық деңгейді арттыратынын көрсетті [148]. Алайда, метформиннің метаболикалық ауруларды емдеудегі толық механизмі, әсіресе оның митохондриялық дисфункцияны қалпына келтірудегі, тотығу стресін төмендетудегі және қабыну медиаторларының түзілуін реттеудегі рөлі қосымша зерттеулерді қажет етеді. 
Эмпаглифлозин - бұл натрий-глюкоза котранспортері 2 тежегіші болып табылатын және 2-типті қант диабеті мен созылмалы симптоматикалық жүрек жеткіліксіздігі бар науқастарға тағайындалатын антигипергликемиялық әсері бар препарат. Бірқатар in vitro зерттеулері оның эндотелий функциясына қорғаныс әсерін көрсеткен [149].
Клиникалық зерттеулерде эндотелий функциясымен байланысты микроРНҚ-лардың толық жиынтығының экспрессиясы зерттелді. Зерттеуге екі топ қатысты: бірінші топ - 2-типті қант диабеті бар науқастар, қарттық әлсіздік синдромы бар науқастар және эжекция фракциясы сақталған жүрек жеткіліксіздігі (HFpEF) бар науқастар, олар үш ай бойы эмпаглифлозин, метформин немесе инсулинмен ем қабылдады. Екінші топ - жасы сәйкес келетін дені сау адамдар. Зерттеу нәтижелері HFpEF-пен байланысты жаңа микроРНҚ сигнатурасын анықтады: HFpEF бар науқастарда дені сау бақылау тобымен салыстырғанда бес микроРНҚ деңгейінің айтарлықтай өзгергені байқалды - miR-21 және miR-92 экспрессиясы жоғарылап, ал miR-126, miR-342-3p және miR-638 деңгейлері төмендеген [150]. Бұл деректер эмпаглифлозиннің эндотелий функциясын жақсартып, қант диабетінің 2 типі  кезінде макротамырлық асқынулардың даму бағытын өзгертуі мүмкін екенін көрсетеді.
DPP-4 ингибиторлары (глиптиндер) - 2-типті қант диабетін емдеуде қолданылатын препараттар тобы. 2006 жылы бұл дәрілерді метформин және сульфонилмочевина туындыларынан кейінгі екінші немесе үшінші қатардағы терапия ретінде қолдануға АҚШ-тың Азық-түлік және дәрі-дәрмек басқармасы (FDA) мен Еуропалық дәрілік заттар агенттігі (EMA) рұқсат берді [151]. Олардың әсер ету механизмі инкретин гормондарының катаболизмін тежеуге негізделген, соның ішінде глюкагонға ұқсас пептид-1 (GLP-1) және гастроингибирлеуші пептид (GIP). GLP-1 аш ішектің дистальді бөлігінде нейроэндокринді L-жасушалармен, ал GIP асқазан мен аш ішектің проксимальді бөлігінде нейроэндокринді K-жасушалармен бөлінеді [152]. Қазіргі таңда DPP-4 ингибиторларының микроРНҚ деңгейіне әсері жеткілікті зерттелмеген. Бұл бағыттағы зерттеулер негізінен in vitro және жануарлар модельдерінде жүргізілген [153]. 
Адамдардағы әсерін зерттеу мақсатында Catanzaro және оның әріптестері 65 жастан асқан, метформинді базалық терапия ретінде қабылдаған және гликирленген гемоглобин (HbA1c) деңгейі 7,5–9,0% аралығында болған 40 науқастарға зерттеу жүргізді [154]. Бұл зерттеуде науқастарға қосымша түрде ситаглиптин (100 мг тәулігіне бір рет) тағайындалды. 3 және 15 айлық бақылаудан кейін олар екі топқа бөлінді: емге жауап бермегендер (NR) – 15% және оң нәтиже көрсеткендер (R) – 85%. Жіктеу критерийі ретінде HbA1c деңгейінің 7,5%-дан төмен болуы немесе бастапқы мәннен 0,5%-дан артық төмендеуі алынды. Зерттеу нәтижелері көрсеткендей, ситаглиптин терапиясына екі микроРНК – miR-126-3p және miR-223 оң әсер етті. MiR-223 Т-жасушалар, нейтрофилдер және моноциттер қызметін реттеуде маңызды рөл атқарады, ал оның айналымдағы деңгейінің жоғарылауы ҚД2T науқастарында иммундық жауаптың жақсаруына, жасушалардың өміршеңдігіне және жаралардың тез жазылуына ықпал етуі мүмкін. Сонымен қатар, авторлар miR-338-ді глиптиндерге төзімділікті анықтайтын әлеуетті биомаркер ретінде қарастыруды ұсынды. Younis және әріптестері жүргізген тағы бір зерттеуде 2-типті қант диабеті және жүректің ишемиялық ауруы (ЖИА) бар 60 науқас зерттелді [155]. 
Оларды 2:1 арақатынасында екі топқа бөлді: 40 науқасқа вилдаглиптин мен метформиннің біріктірілген терапиясы қолданылды, ал 20 науқас тек метформин қабылдады. Зерттеудің басында және 12 аптадан кейін интерлейкин-1β (IL-1β), гликирленген гемоглобин (HbA1c) және жоғары сезімтал С-реактивті ақуыз (hsCRP) деңгейлері бағаланды. Негізгі нәтижелер көрсеткендей, вилдаглиптин/метформин тобында IL-1β, hsCRP және HbA1c деңгейлері айтарлықтай төмендеген, ал тек метформин қабылдаған топта керісінше, бұл биомаркерлердің деңгейі жоғарылаған. FDA глиптиндерді жүрек-қантамыр жүйесі үшін қауіпсіз препараттар ретінде таниды [156]. Олардың кардиопротекторлық әсерінің ықтимал механизмі miR-223 экспрессиясының артуымен байланысты болуы мүмкін, бұл IL-1β сияқты қабыну цитокиндерінің төмендеуіне ықпал етеді. Тиазолидиндиондар (ТЗД), соның ішінде розиглитазон мен пиоглитазон, пероксисома пролиферациясын белсендіретін гамма-рецепторлардың (PPARγ) агонисттері болып табылады. Олардың негізгі әсер ету механизмі – инсулинге сезімталдықты арттыру. Бұл препараттар ерекше қасиеттерге ие, ал олардың экспрессиясы негізінен май тінінде жоғары болады [157]. 
Сонымен қатар, олар басқа тіндерде ісік жасушаларынан алынған жасушадан тыс везикулалардағы микроРНҚ-ны өзгертуі мүмкін. PPARγ липогенез бен липидтердің биосинтезінде маңызды рөл атқарады, ал оның ең жоғары белсенділігі ақ май тінінде байқалады. Бұл дәрілік заттар 1990-жылдардың соңынан бастап қолданылып келеді және қазіргі таңда 2-типті қант диабетін емдеуде екінші қатардағы препараттар ретінде кеңінен пайдаланылады [158]. Бірқатар клиникалық зерттеулер кейбір микроРНҚ мен ТЗД терапиясына жауаптың арасындағы байланысты анықтады. 2015 жылы жүргізілген зерттеуде диабетсіз 93 науқас инсулинге төзімді және инсулинге сезімтал топтарға бөлінді [159]. 
Инсулинге төзімділік критерийі ретінде плазмадағы тұрақты глюкоза деңгейінің ≥180 мг/дл болуы, ал инсулинге сезімталдық үшін <120 мг/дл мәні алынған. Инсулинге төзімді 75 адамның тобында бес микроРНҚ-ның дифференциалды экспрессиясы анықталды: miR-193b, miR-22-3p, miR-320a, miR-375 және miR-486. Кейіннен барлық қатысушыларға әртүрлі дозада розиглитазон және пиоглитазон тағайындалды. 55 науқас 4 мг розиглитазон қабылдады: алдымен 4 апта бойы, содан кейін 8 мг дозада 8 апта бойы. 38 науқас пиоглитазон қабылдады: алдымен 15 мг – 2 апта, кейін 30 мг – 2 апта, содан соң 45 мг – 8 апта. Зерттеу соңында 36 науқаста инсулинге сезімталдықтың жақсаруы байқалды (жауап беруші топ), ал 11 науқаста (жауап бермейтін топ) айтарлықтай өзгерістер болған жоқ. Осы екі топтың микроРНҚ экспрессиясын салыстырмалы талдау барысында алты микроРНҚ деңгейлерінде ерекшеліктер анықталды: miR-20b-5p (1,20 еселік өзгеріс), miR-21-5p (0,92 еселік өзгеріс), miR-214-3p (1,13 еселік өзгеріс), miR-22-3p (1,14 еселік өзгеріс), miR-320a (0,98 еселік өзгеріс) және miR-486-5p (1,25 еселік өзгеріс). Алайда, тек miR-320a және miR-486-5p тиазолидиндиондармен емдеуге оң жауап берген инсулинге төзімді науқастарды анықтауға мүмкіндік берді. Бұл микроРНҚ-лар инсулинге төзімділік механизмдерімен тығыз байланысты [160,161]. 
Nunez және әріптестерінің соңғы зерттеуінде пиоглитазон терапиясы жасушадан тыс везикулалардың құрамына әсер ететіні көрсетілді. Бұл зерттеуде 2-типті қант диабетімен ауыратын 24 науқастың плазмалық экзосомаларынан және май тінінен микроРНҚ бөлініп алынды [162]. Қатысушылар үш ай бойы 45 мг пиоглитазон немесе плацебо қабылдады. Пиоглитазон қабылдағаннан кейін плазмадағы экзосомаларда бес микроРНҚ экспрессиясының төмендеуі байқалды: EV-miR-374b-5p, EV-miR-195-5p, EV-miR-20a-5p, EV-miR-7-5p және EV-miR-92a-3p. Алайда, препараттың негізгі нысаналарының бірі болып табылатын май тінінде miR-195-5p деңгейі, керісінше, жоғарылады. Сонымен қатар, EV-miR-374b-5p пен EV-miR-195-5p арасында өзара байланыс анықталды, бұл олардың бірлескен реттелуін көрсетеді. Бұл микроРНҚ-ның нысана гендерінің ішінде RAF1 экспрессиясы пиоглитазон қабылдағаннан кейін май тінінде төмендеді. Бұл фермент адипоциттердегі липолиздің оң реттеушісі болып табылады. Осылайша, май тініндегі miR-195-5p деңгейінің жоғарылауы липолиздің тежелуіне ықпал етуі мүмкін, бұл дене салмағының артуына әкеледі, бірақ сонымен бірге инсулинге сезімталдықты жақсартады [163]. 
Мелатонин (N-ацетил-5-метокситриптамин) митохондрияға ене алады, онда ол электрон-тасымалдау тізбегінің белсенділігін арттырып, АТФ синтезін күшейтеді. Бұл митохондрия мембранасының потенциалын реттеуге және митохондриялық өткізгіштіктің өтпелі тесігінің (mPTP) ашылуын болдырмауға ықпал етеді [164, 165]. Нәтижесінде цитохром С шығуы шектеліп, апоптоздың белсенуі тежеледі. Митохондрияда түзілетін оттегінің белсенді түрлерінің мелатониннің өзі арқылы да, оның метаболиттері - N1-ацетил-N2-формил-5-метоксикинурамин (AFMK) және N-ацетил-5-метоксикинурамин (AMK) арқылы да бейтараптандырылады. Сонымен қатар, мелатонин генетикалық деңгейде антиоксиданттық ферменттердің экспрессиясын арттырып, iNOS және басқа да қабынуға қарсы молекулалардың экспрессиясын төмендетеді [166]. Тотығу стресінің төмендеуі қабынуды азайтады, сондай-ақ мелатониннің NF-κB сигналдық жолы мен NLRP3 кешенін тежеу қабілетін күшейтеді. Бұдан бөлек, ол қартаю кезінде Nrf2 антиоксиданттық әлеуетін қалпына келтіруге ықпал етеді [167]. 
Соңғы зерттеулер, мелатониннің микроРНҚ экспрессиясына, соның ішінде қабыну және митохондриялық микроРНҚ-ларға әсер ететінін көрсетеді. Қант диабетінің жануарлар модельдерінде жүргізілген зерттеулерде мелатониннің жүректі қорғаушы әсері бар екені анықталды, сондай-ақ оның нейрондарды апоптоздан қорғайтыны көрсетілді [168]. 
Сонымен қатар, ол бүйректегі қабыну мен фиброзды азайтады, бұл NF-κB және TGF-β1/Smad3 сигнальдық жолдарын тежеу арқылы жүзеге асады. Бұл әсер жануарлар модельдерінде де, мезенхималық жасушаларда да байқалған [167,р. 194]. Адамның кіндік венасының эндотелий жасушаларында (HUVEC) жоғары глюкоза концентрациясы (HG) жағдайында мелатонин PI3K/Akt, Bcl-2 және oxLDL/LOX-1 сигналдық жолдары арқылы антиапоптотикалық әсер көрсетті. Сондай-ақ, ол жоғары глюкоза концентрациясында (25 мМ) өсірілген, сау донорлардан алынған эндотелий прогениторлық жасушаларына (EPC) әсер етті. Бұл жағдайда мелатонинмен емдеу eNOS фосфорлануын және HO-1 экспрессиясын арттырды [169,170]. 
Метаболикалық ауруларды емдеуде қолданылатын терапиялық тәсілдер тотығу стресі деңгейіне және микроРНҚ экспрессиясына айтарлықтай ықпал етеді. Сонымен қатар, олар қабыну мен жасушалық тұрақтылықты реттеуге қатысатын микроРНҚ-ның экспрессиясын да қалыпқа келтіреді. Бұл процестер өз кезегінде емдеу нәтижелілігін арттырып қана қоймай, аурудың үдеуін баяулатып, асқынулардың алдын алуға мүмкіндік береді.
Метаболикалық аурулар күрделі патологиялар, олар метаболикалық процестердің бұзылуымен сипатталады, тотығу стресінің жоғарылауымен және микроРНҚ реттеуіндегі теңгерімсіздікпен қатар жүреді. Қазіргі терапевтикалық тәсілдер негізгі метаболикалық бұзылуларды түзетуге ғана емес, сонымен қатар аурудың дамуының негізінде жатқан молекулалық механизмдерді модуляциялауға бағытталған. Әр түрлі емдеу әдістері тотығу стресінің деңгейіне айқын әсер етеді, оттегінің белсенді түрлерінің жиналуын және молекулалардың зақымдануын азайтады.
Бұл кезекте қабыну процестерінің, апоптоздың және жасушалық тұрақтылықтың негізгі реттегіштері ретінде әрекет ететін микроРНҚ экспрессиясының өзгерістері ерекше маңызды рөл атқарады. Олардың экспрессиясын қалыпқа келтіру молекулалық гомеостазды қалпына келтіруге, созылмалы қабынуды азайтуға және жасушалардың зақымдаушы факторларға төзімділігін арттыруға көмектеседі. Осылайша, терапевтикалық әсер клиникалық нәтижелерді жақсартып қана қоймайды, сонымен қатар аурудың дамуын бәсеңдетеді, асқынулардың даму ықтималдығын төмендетеді. 



2 ЗЕРТТЕУ НЫСАНЫ МЕН ӘДІСТЕРІ

2.1 Зерттеу нысаны және зерттеу жүргізу шарттары
Бұл зерттеуде ҚД2Т-і бар науқастардағы микроРНҚ экспрессиясы, тотығу стресі маркерлері, қабыну параметрлері, сондай-ақ демографиялық және клиникалық көрсеткіштер арасындағы күрделі өзара байланысты зерттеу үшін көлденең зерттеу дизайны қолданылды.
Қатысушылар Андалусиядағы үш аурухананың амбулаторлық клиникаларынан іріктелініп алынды, олардың ішінде Гранада қаласындағы Сан-Сесилио университеттік ауруханасының эндокринология және тамақтану бөлімі, сондай-ақ Алькала-ла-Реаль және Алькаудете қалаларындағы Жоғары мамандандырылған ауруханалары таңдалды.
Зерттеуге барлығы 92 адам қатысып, олар үш топқа бөлінді:
(1) 30 адам - бақылау тобы;
(2) 34 науқас - ҚД2Т-мен ауыратын, бірақ қан тамырлық асқынулары жоқ науқастар;
(3) 28 науқас - ҚД2Т-мен ауыратын, қан тамырлық асқынулары бар науқастар.
Барлық науқастарға стандартты емдеу шаралары жүргізілді. Қатысушыларды іріктеу зерттеушілер белгілеген енгізу және шеттету критерийлері негізінде жүргізілді.
Зерттеу екі аурухананы қамтитын Андалусия үкіметінің этикалық комитетімен мақұлданды (Тіркеу нөмірі: 1653-N-21). Барлық қатысушылар зерттеуге қатысуға ақпараттандырылған келісімін берді. Зерттеу топтарына 40 жастан асқан және ҚД2Т диагнозы кемінде 5 жыл бұрын Америкалық диабет қауымдастығының (ADA) критерийлеріне сәйкес расталған науқастар енгізілді. Зерттеуге ерлер де, әйелдер де қатысты. 
Бақылау тобы: Глюкоза мен инсулинге қалыпты реакциясы бар, 1-дәрежелі қант диабетінің отбасылық анамнезі жоқ, эндокриндік, жүрек-қан тамырлық, тамырлық немесе қабыну патологиялары анықталмаған, сондай-ақ ешқандай қосалқы дәрілік терапия қабылдамайтын дені сау еріктілер.
Қан тамырлық асқынулары жоқ ҚД2Т-і бар науқастар: ҚД2Т бақыланатын, креатинин деңгейі қалыпты және клиникалық немесе зертханалық түрде расталған тамырлық асқынулары жоқ науқастар. 
Қан тамырлық асқынулары бар ҚД2Т ауыратын науқастар: ҚД2Т ауыратын, микроангиопатиялық (диабеттік ретинопатия, нефропатия, нейропатия) немесе макроангиопатиялық (инсульт, ишемиялық жүрек ауруы, перифериялық артериялық жеткіліксіздік) асқынулары бар науқастар. Барлық тамырлық асқынулар медициналық құжаттамада немесе клиникалық бағалауда тіркелген. Науқастар дәрігер тағайындаған стандартты ем қабылдайды, оның ішінде қант диабетіне қарсы препараттар қолданылды.
Жалпы шеттету критерийлеріне бауырдың ауыр жеткіліксіздігі, жүйелік аурулар, қатерлі ісіктер, ампутациялар, KDIGO классификациясы бойынша созылмалы бүйрек жеткіліксіздігінің III–V сатылары, сондай-ақ қабыну, инфекциялық, аутоиммундық аурулар немесе эпилепсияның ҚД2Т диагнозына дейін анықталуы кірді [171].
Қажетті таңдау көлемін бағалау үшін пропорция формуласы қолданылды:
n = [(1,96)² × p × (1 − p)] / d², мұнда 1.96 - стандартты коэффициент, ол 95% сенімділік интервалын білдіреді (бұл таңдалған қатысушылар популяцияны дұрыс сипаттайтынына сенімді болу үшін қолданылады); p - популяциядағы белгіленген сипатқа ие адамдардың алдын ала бағаланған үлесі (𝑝 = 0.153); 1- p - осы сипатқа ие емес адамдардың үлесі (яғни,  1 - 0.153 = 0.847; d - жіберілетін қатенің мөлшері (нақты мән бұл формуладан кейін көрсетілмеген, бірақ зерттеушілер әдетте қабылданатын шегін өздері белгілейді). Бұл зерттеуде есептеу нәтижесі n = 12,4 болды. 12-ге дейін жуықтап және кемінде үш ықтимал маркерді сипаттау жоспарланғанын ескере отырып, әр топтағы науқастардың ең аз саны 36 болуы тиіс деп анықталды. Осылайша, әр топқа 35-36 қатысушыны қосу жоспарланды.
Алайда іс жүзінде ҚД2Т-і бар, бірақ асқынулары жоқ 34 науқасты ғана іріктеу мүмкін болды. Бақылау тобына 33 адам енгізілді, бірақ олардың үшеуінде предиабет жағдайы анықталды. ҚД2Т-нің тамырлық асқынулары бар науқастар тобын іріктеу күрделі болғандықтан бұл топқа тек 28 қатысушыны қосу мүмкін болды. 
Зерттеуге қатысушылардың перифериялық қан үлгілері 10-12 сағаттық түнгі ашығудан кейін шынтақ венасынан ЭДТА қосылған пробиркаларға алынды. Пробиркаларға этилендиаминтетраацетат қышқылының қосылуы қанның ұюын болдырмайды. Бұл қан плазмасын және жасушалық компоненттеріне жүргізілетін кейінгі талдаулар үшін маңызды. Қан үлгілері 3500 айн/мин жылдамдықта 4°C температурада 15 минут бойы центрифугаланды. Бұл әдіс қанды бірнеше фракцияға бөлуге мүмкіндік береді: плазма, лейкоцитарлы-тромбоцитарлы қабат және эритроциттік масса [172]. Төмен температурада центрифугалау биомолекулалардың, соның ішінде микроРНҚ мен ақуыздардың ыдырауының алдын алады. Алынған плазма мен эритроцит үлгілері кейінгі зерттеулерге дейін -80°C температурада сақталды. Терең мұздату микроРНҚ, ақуыздар және басқа да биомолекулалардың тұрақтылығын қамтамасыз етеді, себебі олар жоғары температурада тез деградацияға ұшырауы мүмкін. Сонымен қатар, медициналық тексеру кезінде қатысушылардың ауру тарихы мен антропометриялық көрсеткіштері, оның ішінде дене салмағы мен бойы тіркелді. 

2.2 Биохимиялық талдау
Биохимиялық және гематологиялық параметрлер зерттеуге қатысқан ауруханалардың клиникалық-диагностикалық зертханаларында талданды. Глюкоза, креатинин, мочевина, триглицеридтер, жалпы холестерин, ЖТЛ (HDL) және ТТЛ (LDL) деңгейлерін анықтау үшін Cobas c501 (Roche Diagnostics, Мангейм, Германия) анализаторын пайдалана отырып, колориметриялық ферментативті әдістер қолданылды [173].
Инсулин концентрациясы электрохемилюминесценттік иммуноанализ (ECLIA) әдісімен Cobas e801 (Roche Diagnostics, Мангейм, Германия) анализаторында анықталды. Гликирленген гемоглобин (HbA1c) деңгейі Tosoh HLC-723-G8 (Tosoh, Жапония) анализаторын қолдана отырып, ион алмасу жоғары тиімді сұйықтықтық хроматография (IE-HPLC) әдісімен өлшенді [174].
Инсулинге төзімділік индексі (HOMA-IR) келесі формула бойынша есептелді:
HOMA-IR = [ашқарындағы глюкоза (мг/дл) × ашқарындағы инсулин (мкЕд/мл)] / 405. Бұл көрсеткіш науқастардағы инсулинге төзімділіктің деңгейін бағалауға мүмкіндік береді және клиникалық тәжірибеде метаболизмдік бұзылыстарды диагностикалау үшін қолданылады. 

2.3 МикроРНҚ экспрессиясын талдау
МикроРНҚ 100 мкл плазмадан miRNeasy Serum/Plasma Advanced (Qiagen, Барселона, Испания, кат. № 217204) жинағының көмегімен өндірушінің нұсқаулығына сәйкес бөлініп алынды. Бұл әдіс силикагель мембраналарын пайдалана отырып, РНҚ-ның тиімді байланысуын және оны ақуыздардан, ДНҚ-дан және басқа қоспалардан тазартуды қамтамасыз етеді [175].
РНҚ алу тиімділігін бақылау және ішкі қалыптандыру үшін сынамаларға 5 мкл cel-miR-39-30 (478293_mir) сыртқы стандарты қосылды. Cel-miR-39-30 – адам биологиялық сұйықтықтарында кездеспейтін экзогенді микроРНҚ, сондықтан оны микроРНҚ экстракциясының сапасы мен тиімділігін бағалау эталоны ретінде қолдануға болады [176].
Алдын ала зертханалық құралдар (пипеткалар, сүзгісі бар ұштықтар, 1.5 мл және 2 мл көлеміндегі стерильді Eppendorf түтіктері) дайындалды. RWT және RPE буферлері абсолютті (96–100%) этанолмен өндірушінің нұсқаулығына сәйкес қайта қалпына келтірілді. 80% этанол жұмыс барысында RNаза-жоқ суымен араластыру арқылы дайындалды (80 мл этанол және 20 мл су).
микроРНҚ-ларды плазмадан бөліп алу үрдісі келесі реттілікпен жүргізілді:
1. Плазма үлгілері 4 °C температурада ерітіліп, 3000 g-де 10 минут бойы центрифугаланды.
2. Бөлме температурасында әрбір 2 мл Eppendorf түтігіне 200 мкл плазма қосылды.
3. Әр түтікке 60 мкл RPL буфері қосылып, 5 секундтан астам уақыт бойы vortex құрылғысында шайқалып, 3 минут бойы бөлме температурасында сақталды.
4. Одан кейін 20 мкл RPP буфері қосылды, 20 секундтан артық шайқалып, қайтадан 3 минут инкубация жүргізілді
5. Алынған қоспа 12 000 g-де 3 минут бойы центрифугаланды. Центрифугалаудан кейін тұнба түзіліп, мөлдір супернатант алынды.
6. Супернатант (~220 мкл) жаңа Eppendorf түтігіне ауыстырылып, оған 1:1 қатынаста изопропанол қосылып, vortex арқылы араластырылды. Барлық қоспа RNeasy UCP MinElute бағанасына құйылып, 8000 g-де 15 секунд бойы центрифугаланды. Элюат бөлініп алынды.
7. Ұяшықтарға 700 мкл RWT буфері қосылып, 8000 g-де 15 секунд бойы центрифугаланды. Элюат бөлініп алынып, түтік қайта пайдаланылды.
8. Әр бағанаға 500 мкл RPE буфері қосылып, жоғарыда келтірілгендей процестен өтті.
9. Одан кейін 500 мкл 80% этанол қосылып, 8000 g (немесе 10 000 rpm) жылдамдықпен 2 минут бойы центрифугаланды. Элюат жойылды. Бағаналар этанол қалдығымен жанаспауы үшін мұқият бөлініп алынды.
10. Бағаналар жаңа 2 мл стерильді түтіктерге орналастырылып, қақпақтары ашық күйде, ротормен қарама-қарсы бағытта орналастырылып, 12 000 g-де 5 минут бойы толық құрғатылды. 
11. Ламинарлық шкафта жұмыс жүргізу барысында, бағаналар жаңа 1.5 мл RNаза-жоқ түтіктерге ауыстырылғаннан кейін, 20 мкл RNаза-жоқ су қосылды. 1 минут күткеннен кейін, қалған 1 минут бойы максималды жылдамдықта центрифугаланды. Нәтижесінде 18 мкл көлемінде микроРНҚ элюаты алынды (2 мкл бағана ішінде қалып қояды). микроРНҚ концентрациясы 1.5 мкл көлеміндегі элюаттан өлшенді. Алынған РНҚ үлгілері ары қарай зерттеулер үшін -80 °C температурада сақталды.
Таңдалған микроРНҚ-лар үшін кері транскрипция (RT) және сандық ПТР (qPCR) талдаулары TaqMan MicroRNA Advanced жинағы (Thermo Fisher Scientific, Уолтем, Массачусетс, АҚШ) арқылы өндірушінің хаттамасына сәйкес жүргізілді [177]. Процедура қатарынан төрт кезеңнен тұрды: РНҚ полиаденилденуі, адаптерді байланыстыру, кері транскрипция (RT) және преамплификация (miR-Amp).
1. РНҚ полиаденилденуі (Poly (A) Tail Reaction)
Жұмысты бастамас бұрын жиынтықтың құрамдас бөліктері мұзда баяу ерітілді, араластырылады және аз уақыт центрифугаланады. Бір реакция үшін 0,5 мл пробиркада реакция қоспасы дайындалды: 
- RNase-free su-1,7 мкл
- 10× Poly (A) буфері-0,5 мкл
- ATP-0,5 мкл
- Poly (A) Polymerase-0,3 мкл
- Жалпы көлемі-3 мкл.
Содан кейін 0,2 мл түтіктерге 2 мкл РНҚ үлгісі және 3 мкл дайындалған қоспасы енгізілді. Араластырып, центрифугалағаннан кейін үлгілер термоциклерде инкубацияланды.
2. Адаптерді байланыстыру 
Келесі қадам адаптер тізбегін байланыстыру үшін 0,5 мл пробиркада қажет қоспа дайындалды:
- RNase-free су-0,4 мкл
- 5× DNA лигаза буфері-3 мкл
- 50% PEG 8000-4,5 мкл
- 25× лигаза адапторы-0,6 мкл
- RNA лигазасы-1,5 мкл
- Жалпы көлемі-10 мкл
Ферменттер соңғы кезекте қосылды.  Алынған қоспа мұқият араластырылып, алдыңғы кезеңнің өнімін қамтитын реакциялық пробиркаға енгізілді (жалпы көлемі 15 мкл). Содан кейін пробиркалар төмендетілген температурада термоциклде инкубацияланды.
3. Кері транскрипция реакциясы (RT реакциясы)
- 1,5 мл пробиркада RT қоспасы әзірленді:
- RNase-жоқ су -3,3 мкл
- 5× RT буфері -6 мкл
- dNTP Mix (әрқайсысы 25 мМ) - 1,2 мкл
- 20× Universal RT Primer -1,5 мкл
- 10× RT Enzyme Mix -3 мкл
- Жалпы көлемі -15 мкл
Араластырып, центрифугалағаннан кейін 15 мкл RT қоспасы алдыңғы кезеңде алынған 15 мкл өнімге қосылды, араластырылды және термоциклерде инкубацияланды. Үлгілер -20 °C температурада сақталды (аликоттар 10 мкл-ден).
4. Реамплификация (miR-Amp Reaction)
кДНҚ сигналын күшейту үшін 1,5 мл пробиркада преамплификация жүргізілді:
- RNase-жоқ су -17,5 мкл
- 20× miR-Amp Primer Mix -2,5 мкл
- 2× miR-Amp Master Mix -25 мкл
- Жалпы көлемі -45 мкл
Содан кейін 0,2 мл-лік жаңа түтіктерге 45 мкл қоспасы және 5 мкл RT өнімі (жалпы көлемі 50 мкл) енгізілді, араластырылып, центрифугаланды және термоциклерде инкубацияланды. Үлгілер -20 °C температурада 15 мкл екі аликвот түрінде сақталды
Сандық ПТР (qPCR) реакциясы 20 мкл соңғы алынған өнім көлемінде жүргізілді, оған TaqMan Fast Advanced Master Mix қоспасы және әр микроРНҚ үшін арнайы TaqMan Advanced Assays тест-жүйелері (miR-21-5p: тест-жүйе 477975_mir; miR-126-5p: тест-жүйе 477888_mir; miR-146a-3p: тест-жүйе 478714_mir; miR-155-5p: тест-жүйе 483064_mir; miR-484-5p: тест-жүйе 478308_mir; miR-27a-3p: тест-жүйе 478384_mir; miR-210-3p: тест-жүйе 477970_mir) (Thermo Fisher Scientific, Уолтем, Массачусетс, АҚШ) қолданылды. Реакциялар Agilent Technologies Stratagene Mx3005P (Agilent Technologies, Мадрид, Испания) жүйесінде жүргізілді.
Әр сынама QuantStudio 7 Pro Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, Уолтем, Массачусетс, АҚШ) құрылғысында өндіруші нұсқауларына сәйкес үш рет қайталау арқылы орындалды [178]. Сандық ПТР үш негізгі кезеңнен тұрады:
Денатурация (95°C, 10–15 секунд) - ДНҚ жіпшелері ажырайды.
Гибридизация және кеңею (60°C, 30–40 секунд) - праймерлер мен TaqMan зондтары мақсатты микроРНҚ-ға таңдамалы түрде байланысады, ал ДНҚ полимераза амплификацияны бастайды.
Флуоресценцияны тіркеу - әр амплификациялық циклде жинақталған өнімнің мөлшеріне пропорционалды флуоресцентті сигнал анықталады.
Деректер SDS 2.3 және RQ Manager 1.2 бағдарламалық жасақтамасы арқылы талданды. Әрбір микроРНҚ экспрессиясының салыстырмалы деңгейі 2⁻ΔΔCt әдісімен есептелді [179]. ПТР нәтижелерін талдау үшін Ct < 33 мәні бар сынамалар таңдалды. Әр науқастың микроРНҚ экспрессиясы Ct шекті мәндеріне сәйкес сол ПТР пластинасындағы бақылау тобымен салыстырмалы түрде есептелді. 

2.4 Қабыну параметрлерін анықтау
Плазма фракциясындағы цитокиндердің экспрессиясын талдау үшін HCYTA-60K-07 Human Cyto Panel (Invitrogen, Мадрид, Испания) жиынтығы қолданылды. Ол IL-1β, IL-6, IL-10, IL-8/CXCL8, IL-18, MCP1/CCL2 және TNF-α сияқты цитокиндерді анықтауға мүмкіндік береді және өндіруші нұсқаулығына сәйкес жүргізілді [180]. Бұл әдіс мультиплексті талдау принципіне негізделген, ол бір үлгіден бірнеше цитокин концентрациясын бір уақытта өлшеуге мүмкіндік береді, осылайша зерттеу тиімділігі мен дәлдігін арттырады.
Плазма үлгілеріндегі бірнеше цитокиндердің экспрессиясын бір уақытта жоғары дәлдікпен анықтау үшін HCYTA-60K-07 Human Cyto Panel мультиплексті жиынтығы (Invitrogen, Мадрид, Испания) пайдаланылды. Бұл панель IL-1β, IL-6, IL-10, IL-8/CXCL8, IL-18, MCP-1/CCL2 және TNF-α секілді негізгі қабыну медиаторларының концентрациясын бір үлгіде бірдей уақытта өлшеуге мүмкіндік береді.
Аталған әдіс Luminex xMAP (Multi-Analyte Profiling) технологиясына негізделген. Ол әртүрлі ішкі кодталған микросфераларды (beads) қолдануға сүйенеді - әр микросфера ерекше спектрлік қасиетке ие және бірегей флуоресценттік сигнал шығара алады. Әр bead-ке белгілі бір цитокинге жоғары сезімталдығы бар антидене ковалентті түрде бекітілген.
Процедура келесі негізгі кезеңдерден тұрады:
Үлгілерді дайындау және инкубация:
Плазма үлгілері арнайы буфермен сұйылтылып, микросфералармен бірге инкубацияланады. Бұл кезеңде әрбір микросфера өзіне сәйкес цитокинмен кешен құрайды (антиген-антидене байланысы арқылы).
Детекторлық антидене қосу:
Инкубациядан кейін әр кешенге биотинмен белгіленген екінші реттік (детекторлық) антидене қосылады. Бұл антиденелер цитокиндердің басқа эпитоптарымен байланысады, осылайша sandwich-комплекс түзіледі.
Флуоресцентті стриптавидин-фитохром (streptavidin-PE) қосу:
Детектор антиденелермен кешендер түзілген соң, PE (phycoerythrin) флуоресцентті белгісімен байланысқан стриптавидин қосылады. Бұл белгі жарық сәулеленуді күшейтіп, флуоресценттік сигнал береді.
Сигналды өлшеу:
Дайын кешендер Luminex 200 (LX200) құрылғысы арқылы талданады. Бұл құрылғы екі лазердің көмегімен:
Бірінші лазер арқылы микросфераның типін (яғни қандай цитокинге тән екендігін);
Екінші лазер арқылы флуоресцентті сигналдың қарқындылығын (цитокин концентрациясының деңгейін) өлшейді.
Сандық талдау:
Алынған флуоресценттік сигналдар калибрлеу қисығы негізінде (стандартты ерітінділермен құрылады) өңделіп, цитокиндердің нақты концентрациясы пг/мл бірлігінде есептеледі. Бұл есептеулер Luminex Xponent Solution Software 3.1 бағдарламасы көмегімен жүргізіледі. Иммундық жауап пен қабыну деңгейін нақты бағалауға мүмкіндік береді, бұл 2 типті қант диабеті кезіндегі жүрек-қантамыр асқынуларының дамуындағы қабынудың рөлін анықтауға мүмкіндік береді.
Цитокиндердің концентрациясы Luminex Xponent Solution Software 3.1 (Luminex Corporation, Остин, Техас, АҚШ) бағдарламалық жасақтамасы арқылы есептеліп, пг/мл түрінде өрнектелді [181]. Бұл талдау қабыну деңгейін және науқастардың иммундық жауабын бағалауға мүмкіндік береді, атап айтқанда 2-типті қант диабеті кезіндегі жүрек-қантамыр асқынуларының патогенезін зерттеу үшін маңызды.
Сонымен қатар, алынған мәліметтер статистикалық талдауға жіберіліп, әрбір цитокиннің экспрессия деңгейі мен миРНҚ, тотығу стресінің биомаркерлері және клиникалық көрсеткіштер арасындағы ықтимал өзара байланыс анықталды. Бұл кешенді тәсіл цитокиндердің жүрек-қантамырлық асқынулардың дамуына әсерін бағалауға және биомаркерлік профильдерді нақтылауға мүмкіндік берді.

2.5 Тотығу стресі көрсеткіштерін анықтау

2.5.1 Липидтердің асқын тотығуы (ЛАТ) деңгейін анықтау
Липидтердің асқын тотығу деңгейі коммерциялық колориметриялық жинақ (KB03002, Bioquochem kit, BQC Redox Technologies, Астурия, Испания) көмегімен анықталды. Бұл әдіс көп қанықпаған май қышқылдарының тотығу деградация өнімдерінің сандық мөлшерін бағалауға негізделген [182]. Олардың ішінде малондиальдегид (MDA) және 4-гидроксиалкеналдар бар, олар тотығу стресінің биомаркерлері болып табылады. Барлық рәсімдер өндірушінің нұсқауларына сәйкес жүргізілді. Талдау тиобарбитур қышқылымен (TBA) реакция жүргізу арқылы орындалды, нәтижесінде түсті кешен түзіліп, оның қарқындылығы MDA және 4-гидроксиалкеналдардың концентрациясына тура пропорционалды болды. Оптикалық тығыздық 586 нм толқын ұзындығында спектрофотометр көмегімен өлшенді, ал LPO концентрациясы нмоль/мл түрінде көрсетілді. 

2.5.2 Ақуыздардың алдыңғы тотыққан өнімдері (AOPP) деңгейі
Ақуыздардың алдыңғы тотыққан өнімдері деңгейі спектрофотометриялық әдіспен микропланшеттік ридерде анықталды, Witko-Sarsat және авторлар әдістемесіне сәйкес [183]. Бұл көрсеткіш ақуыздардың тотығу зақымдану дәрежесін сипаттайды, ол түрлі созылмалы аурулардың, соның ішінде 2-типті қант диабеті кезіндегі жүрек-қан тамырлық асқынуларының патогенезінде маңызды рөл атқарады.
Калибрлеу үшін хлорамин-T стандартты ерітіндісі пайдаланылды, ол тотыққан ақуыздарға ұқсас қасиеттерге ие. Калибрлеу қисығы 0–100 нмоль/мл концентрация диапазонында калий йодиді (10 мкл) және сірке қышқылы (20 мкл) қатысуымен әзірленді, бұл реакцияны күшейту үшін қажет.
Оптикалық тығыздық 340 нм толқын ұзындығында өлшенді және бақылау үлгісімен салыстырылды, оның құрамында 200 мкл PBS, 10 мкл калий йодиді және 20 мкл сірке қышқылы болды. AOPP концентрациясы хлорамин-T эквиваленттері бойынша нмоль/мл түрінде есептелді.

2.5.3 Нитриттер мен нитраттардың концентрациясын анықтау
Азот оксиді (NO) - қан тамырларының тонусын реттеуге, қабыну реакцияларына және иммундық жауапқа қатысатын биологиялық белсенді молекула. Алайда, NO өте тұрақсыз қосылыс болғандықтан, оның биологиялық үлгілердегі мөлшерін тікелей өлшеу мүмкін емес. Сол себепті, оның концентрациясын нитриттер (NO₂⁻) мен нитраттар (NO₃⁻) деңгейі арқылы жанама түрде анықтайды, себебі олар судағы азот оксидінің тотығу өнімдері болып табылады. NO синтезін дәлірек бағалау үшін, нитраттардың нитриттерге дейін тотықсыздануын қамтамасыз ету қажет. Сондықтан, зерттеуде нитраттарды нитратредуктаза ферментінің көмегімен тотықсыздандырып, жалпы NOx концентрациясын анықтау әдісі қолданылды. 
Зерттеу әдісі:
Нитриттер мен нитраттардың концентрациясын анықтау үшін Грисс реакциясы (Griess reaction) қолданылды. Бұл әдіс негізінен нитриттердің азот қосылыстарымен реакцияға түсіп, түсті кешен түзуіне және оның спектрофотометриялық әдіспен өлшеуіне негізделген.
1. Үлгілерді дайындау
Талдау үшін қан плазмасы қолданылды. Алдын ала қанның формалық элементтері центрифугалау арқылы бөлініп алынды.
Үлгілерден артық ақуыздарды жою үшін ақуыздарды тұнбаға түсіру және супернатантты сүзу әдістері қолданылды.
2. Нитраттарды нитриттерге дейін тотықсыздандыру
Нитраттар (NO₃⁻) азот оксидінің тотығу нәтижесінде түзілетін соңғы өнім болып табылады. Сондықтан, олардың мөлшерін анықтау үшін оларды нитриттерге дейін тотықсыздандыру қажет. Бұл процесс нитратредуктаза ферментінің көмегімен жүзеге асырылды. Ферменттің белсенділігі үшін NADPH коферменті реакциялық қоспаға қосылды. Реакция 37°C температурада 30–60 минут бойы инкубацияланды, бұл толық тотықсыздану үшін жеткілікті уақыт.
3. Грисс реакциясы 
Грисс реакциясы - нитриттердің арнайы Грисс реагенттерімен әрекеттесуі нәтижесінде түсті азоқосылыстардың түзілуіне негізделген әдіс.
Процедура:
- Үлгілерге Грисс реагенті қосылды. Ол екі негізгі компоненттен тұрады:
Сульфаниламид ерітіндісі (нитриттермен әрекеттесіп, диазоний қосылысын түзеді).
N-(1-нафтил)-этилендиамин (диазоний қосылыстарымен әрекеттесіп, қызғылт түсті азоқосылыс түзеді).
- Реакциялық қоспа бөлме температурасында 10–15 минут инкубацияланды.
- Алынған түсті кешеннің оптикалық тығыздығы 550 нм-де спектрофотометр арқылы өлшенді.
4. Калибрлеу және нәтижелерді есептеу
Нәтижелерді салыстыру және есептеу үшін NaNO₂ негізіндегі стандарттық ерітінділер (1–100 мкМ диапазонында) қолданылды. Осы калибрлеу қисығы негізінде зерттелген үлгілердегі NOx концентрациясы есептелді. Қорытынды көрсеткіштер моль/л (mol/L) түрінде берілді.

2.6  Антиоксиданттық ферменттер белсенділігін анықтау

2.6.1 Тотықсызданған және тотыққан глутатион деңгейлерін анықтау
Қалпына келген глутатион (GSH) және тотыққан глутатион (GSSG) деңгейлері тазартылған эритроциттерде O-фталев альдегиді (O-Phthalaldehyde, OPA) флуоресцентті реагенті көмегімен анықталды. Глутатион жасушаларды тотығу стресінен қорғауда маңызды рөл атқарады, ал GSH мен GSSG арасындағы тепе-теңдік антиоксиданттық жүйенің жағдайын бағалаудың негізгі көрсеткіші болып табылады. Бұл реагент GSH-тің тиолды тобымен байланысып, флуоресцентті кешен түзеді. 

        [image: ]

Сурет 4 - Глутатионды антиоксиданттық жүйенің әрекет ету механизмі
Үлгілерді дайындау:
Эритроциттерді толық қанды центрифугалау арқылы бөліп, содан кейін плазма мен лейкоциттерді жою үшін физиологиялық ерітіндімен жудық.
Гемолиз процесі 5% метафосфор қышқылы бар буферді қосу арқылы жүзеге асырылды, бұл глутатионның тұрақтылығын сақтауға және оның тотығуын болдырмауға мүмкіндік береді. Алынған супернатант қайта центрифугаланып, талдауға қолданылды.
Флуоресценттік талдау:
GSH анықтау: Тотықсызданған глутатион (γ-глутамилцистеинилглицин немесе GSH) - табиғи шыққан үшпептид, оның тотықсыздандырғыш және нуклеофильдік қасиеттері көптеген аэробты жасушалардың метаболизм жолдарында және антиоксиданттық жүйелерінде маңызды рөл атқарады. GSH о-фталальдегидпен (OPT) pH = 8.0 кезінде спецификалық реакцияға түседі, нәтижесінде жоғары флуоресценциялы өнім түзіледі, оны 350 нм-де белсендіруге болады, эмиссияның шыңы 420 нм-де болады (Hissin және Hilf, 1976) [184]. Реакцияның нәтижесі соңғы pH деңгейіне тәуелді, ол 8.0 болуға тиіс. Флуоресценцияның интенсивтілігі pH 8.0-ден төмен болғанда азаяды, ал pH 8.0-ден жоғарылағанда GSSG GSH-ға айналады.
Мұзды ваннада жуу арқылы алынған эритроциттердің үлгісін және GSH 1,3 нМ аликвотын еріту үшін түтікшелерді сұйылтылды. Эритроциттерді гемолиз буферінде 1:20 қатынасында сұйылтылды. Мысалы, Eppendorf түтікшесінде: 50 мкл эритроциттер + 950 мкл гемолиз буфері. Жақсылап араластырып, 5 минут инкубацияға қойылды. Сұйылтылған эритроциттер үлгісін депротеинизациялау үшін оны 10% ТСА-мен 1:1 қатынасында араластырылды. Мысалы, Eppendorf түтікшесінде: 300 мкл сұйылтылған эритроциттер + 300 мкл 10% ТСА. Қоспаны вортексте араластырып, 15 минут 20 000 g жылдамдықпен және 4ºC температурада центрифугаланды. GSH анықтау үшін супернатант пайдаланылды.

Кесте  1  -  GSH үшін стандартты қисықты дайындау
	

	Түтікше
	GSH
	B буфері
	GSH концентрациясы

	
	
	
	мкг/мл
	нмоль/мл
	Бағдарламадағы стандартты қисықтың мәндері

	Nº. 5
	100 мкг de GSH 40 мкг/мл
	100 мкг
	20
	65.000
	

	Nº. 4
	100 мкг de GSH 20 мкг/мл
	100 мкг
	10
	32.500
	

	Nº. 3
	100 мкг de GSH 10 мкг/мл
	100 мкг
	5
	16.250
	

	Nº. 2
	100 мкг de GSH 5 мкг/мл
	100 мкг
	2.5
	8.125
	

	Nº. 1
	100 мкг de GSH 2,5 мкг/мл
	100 мкг
	1.25
	4.062
	

	Бос үлгі
	-
	200 мкг
	0 


Микропланшеттегі ұяшықтарды дайындау пропорциялары келесідей: бірінші ұяшыққа 190 мкл фосфатты буфер (бақылау) қосылады, содан кейін әрбір келесі ұяшыққа стандартты ерітінділердің 10 мкл қосылады, концентрациясы ең төменнен ең жоғары мәнге дейін. Келесі ұяшықтарға зерттелетін үлгілердің 10 мкл қосылады. Әрбір ұяшыққа 180 мкл фосфатты буфер pH 8.0 қосылады.
Бұл стандартты нүктелер мен үлгілер үшін пропорциялар төмендегі кестеде көрсетілген.

Кесте 2 - Пластинаның ұяшықтарын дайындау
	

	 
	Ст 1=10 мкг GSH 1.25 мкг/мл
+180 мкг BБ
	Ст 2= 10 мкг GSH 2.5 мкг/мл
+180 мкг BБ
	Ст 3=10 мкг GSH 5.0 мкг/мл
+180 мкг BБ
	Ст 4=10 мкг GSH 10.00 мкг/мл
+180 мкг BБ
	Ст 5=10 мкг GSH 20.00 мкг/мл
+180 мкг BБ
	Ү1=10 мкг үлгі
+180 мкг BБ
 

	БҮ
	Ст 1
	Ст 2
	Ст 3
	Ст 4
	Ст 5
	Ү1



96-ұяшықты микропланшет пластинасын дайындау үшін бірінші ұяшыққа 190 мкл фосфатты буфер (бақылау) қосылды, содан кейін стандартты ерітінділердің 10 мкл-ден кезекпен енгізілді, минималдыдан максималды концентрацияға дейін. Келесі ұяшықтарға 10 мкл зерттелетін үлгілер қосылды. Әрбір ұяшыққа 180 мкл фосфатты буфер pH 8.0 қосылды. Содан кейін әрбір ұяшыққа 10 мкл о-фталальдегид ерітіндісін Nichirio пипеткасымен қосылды. Пластина 5 секунд бойы микропланшет араластырғышында араластырылды және 25°C температурада флуориметриялық құрылғыда 20 минут бойы инкубацияланды. Флуоресценцияны өлшеу FLx 800 Microplate Fluorescence Reader (Bio-Tek Instruments, Inc) флуориметриялық құрылғысы көмегімен жүргізілді. Өлшеу нәтижелері басып шығарылып, әрі қарай талдау үшін қолданылды. Глутатион (GSH) концентрациясы зерттелетін үлгілердің флуоресценциясын стандартты калибрлеу қисығының флуоресценциясымен салыстыру арқылы анықталды, ол 0,2-3,25 нмоль/мл аралығындағы стандартты GSH ерітінділерін пайдаланып құрастырылды [185]. GSH концентрациясы мкмоль/г гемоглобин (мкмоль/г Hb) түрінде есептелді.
GSSG анықтау: Алдымен, еркін тиол топтары N-этилмалеимид (NEM) арқылы блокталды. Одан әрі GSSG-ті GSH-қа дейін қалпына келтіру үшін дигитиотреитол секілді тотықсыздандырғыш қолданылып, содан кейін флуоресценттік талдау жүргізілді.
Флуоресценция 350 нм қоздыру және 420 нм эмиссия толқын ұзындықтарында микропланшеттік флуоресцентті ридер (FLx800; BioTek Instruments Inc., Шарлотт, Вермонт, АҚШ) көмегімен өлшенді. Зерттеу Hissin және Hilf әдістемесіне сәйкес жүргізілді [186].
GSSG деңгейін анықтау үшін келесі әдістеме қолданылды. Алдын ала Eppendorf түтікшелеріне арналған центрифуга 4 °C температураға дейін салқындатылды, ал флуоресцентті детектор 25 °C-қа қойылды. Гемолиз буфері, фосфатты-EDTA буфері (TF-EDTA) және метанол пайдаланылды.
Эритроцит үлгілері мен стандартты GSSG (0,4 мг/мл) ерітіндісінің аликвоттары мұзды ваннада ерітілді. Эритроциттер гемолиз буферімен 1:1 қатынасында (мысалы, 300 мкл эритроцит + 300 мкл буфер) араластырылып, 5 минут инкубацияланды. Содан кейін, 10% TCA ерітіндісімен 1:1 қатынасында қосылып, депротеиндендірілді. Қоспа вортексте жақсылап шайқалып, 20 000 g жылдамдықпен 15 минут бойы 4 °C температурада центрифугаланды. Алынған супернатант GSSG анықтауға пайдаланылды.Қалпына келген глутатионды жою үшін супернатант 5 мг/мл концентрациядағы N-этилмалеимид (NEM) ерітіндісімен 1:1,4 қатынасында өңделді (мысалы, 200 мкл супернатант + 80 мкл NEM). Қоспа бөлме температурасында 40 минут инкубацияланды.
Бұл уақытта стандартты калибрлеу қисығы дайындалды: стандартты GSSG ерітіндісі (0,653 мкмоль/мл) NaOH 0,1 N ерітіндісімен 1:10 қатынасында (20 мкл GSSG + 180 мкл NaOH) араластырылды. Осылайша, 40 мкг/мл (немесе 65,3 нмоль/мл) концентрациясындағы жұмыс ерітіндісі алынды, одан кейін жұмыс ерітінділерінің сериясы 3-кестеге сәйкес дайындалды.

Кесте 3 -  GSSG үшін стандартты калибрлеу қисығын дайындау
	

	
	GSSG
(40 мкг/мл)
	NaOH 0.1 N
	GSSG концентрациясы

	
	
	
	мкг/мл
	нмоль/мл

	Nº. 5
	100 мкл GSSG 40 мкг/мл
	100 мкг
	20
	32.65
	Бағдарлама үшін стандартты қисықтың мәндері

	Nº. 4
	100 мкл GSSG 20 мкг/мл
	100 мкг
	10
	16.32
	

	Nº. 3
	100 мкл GSSG 10 мкг/мл
	100 мкг
	5
	8.16
	

	Nº. 2
	100 мкл GSSG 5 мкг/мл
	100 мкг
	2,5
	4.08
	

	Nº. 1
	100 мкл GSSG 2,5 мкг/мл
	100 мкг
	1,25
	2.04
	

	бос үлгі
	-
	200 мкг
	0 



Инкубациядан кейін үлгі түтікшесіне 720 мкл NaOH 0,1 N қосып, араластырылды (үлгіні 1:5 есе сұйылту).
Пластинаны дайындау реттілігі төмендегі кестеде көрсетілген:

Кесте 4 - Пластинкалардағы орындарды дайындау

	БҮ=190 мкг NaOH 
0.1 N
	Ст1=10мкг GSSG 1,25 мкг/мл
+180 мкг NaOH 0.1 N
	Ст 2= 10мкг GSSG 2,5 мкг/мл
+180 мкг NaOH 0.1 N
	Ст 3=10мкг GSSG 5,0 мкг/мл
+180 мкг NaOH 0.1 N
	Ст 4=10мкг GSSG 10,00 мкг/мл
+180 мкг NaOH 0.1 N
	Ст 5=10мкг GSSG 20,00 мкг/мл
+180 мкг NaOH 0.1 N
	Ү1=30мкг үлгі дайын.
+160 мкг NaOH 0.1 N

	БҮ
	Ст 1
	Ст 2
	Ст 3
	Ст 4
	Ст 5
	Ү1



Инкубация аяқталғаннан кейін зерттелетін үлгі құйылған пробиркаға 720 мкл 0,1 N NaOH ерітіндісі қосылып, араластырылды. Бұл үлгіні 5 есеге дейін сұйылтуға сәйкес келеді. О-фталальдегид реагентін дайындау үшін ол дәл өлшеніп, ерітіледі. Бұл кезде пробирка жарықтан қорғалып, мұзды ваннаға орналастырылды. Содан кейін 96-ұяшықты планшет дайындалды. Бірінші ұяшыққа (бақылау) 190 мкл 0,1 N NaOH ерітіндісі қосылды. Одан кейін стандартты GSSG ерітінділері ең төменгі концентрациядан ең жоғарысына дейін ретімен 10 мкл көлемінде енгізіліп, әрқайсысына 180 мкл NaOH қосылды. Қалған ұяшықтарға зерттелетін үлгілерден 30 мкл көлемінде құйылып, 160 мкл NaOH ерітіндісі қосылды. Nichirio микропипеткасының көмегімен барлық ұяшықтарға (стандарттар мен үлгілер) 10 мкл OPT ерітіндісі енгізілді. Планшет пластиналық шайқағышта 5 секунд шайқалып, кейін 25°C температурада флуориметриялық құрылғыда дәл 25 минут бойы инкубацияланды. Флуоресценцияны өлшеу FLx 800 Microplate Fluorescence Reader (Bio-Tek Instruments, Inc) құрылғысында жүргізілді. Қоздыру толқын ұзындығы – 350 нм, ал сәуле шығару толқын ұзындығы – 420 нм. Нәтижелер автоматты түрде тіркелді. GSSG мөлшерін анықтау үшін үлгілерден алынған флуоресценция көрсеткіштері 2,04–32,65 нмоль/мл концентрация диапазонында дайындалған стандартты ерітінділердің калибровкалық қисығымен салыстырылды. GSSG деңгейі жалпы ақуызға қатысты мкмоль/г түрінде, сұйылту коэффициентін ескере отырып, есептелді. Жалпы сұйылту коэффициенті 1/4 × 1/5 × 1/6,66 = 1/133 болғандықтан, алынған мән 0,133 коэффициентіне көбейтіліп, мкмольмен көрсету үшін 1000-ға бөлінді.

2.6.2 Супероксиддисмутаза ферментінің (SOD) белсенділігін анықтау
Антиоксиданттық жүйе ферменттері жасушалық редокс-гомеостазды сақтау және тотығу стресінен қорғау үшін маңызды рөл атқарады. Осы зерттеуде глутатионпероксидаза, глутатионредуктаза, супероксиддисмутаза, каталаза және глюкоза-6-фосфатдегидрогеназа ферменттерінің белсенділігі анықталды.
SOD супероксидті аниондарды (O₂⁻) молекулалық оттегі (O₂) және сутек асқын тотығына (H₂O₂) айналдырып, олардың жасушаларға зиянды әсерін төмендетеді.
Зерттеу әдісі:
- SOD белсенділігі жанама әдіспен анықталды, ол адреналиннің өздігінен тотығуын тежей отырып, адренохромның пайда болуына негізделген.
- Реакция pH 10,2 ортада жүргізілді.
- Адренохромның жинақталу қарқындылығы 490 нм толқын ұзындығында спектрофотометр көмегімен өлшенді.
- 1 белсенділік бірлігі (U) адреналиннің автототығуын 50%-ға тежейтін фермент мөлшері ретінде қабылданды.
- Белсенділік Ед/мг Hb түрінде көрсетілді.


2.6.3 Глутатионпероксидаза (GPx) белсенділігін анықтау
Глутатионпероксидаза ферменті (GPx немесе EC 1.11.1.9) сутек пероксидін (H₂O₂) суға және органикалық пероксидтерді (ROOH) сәйкес тұрақты спирттерге (ROH) дейін тотықсыздандыруды катализдейді, глутатионды тотықсыздандырғыш эквиваленттер көзі ретінде пайдаланады: 
2 Глутатион + H2O2 > Тотығу формасындағы глутатион (GSSG) + 2 H2O
R-OOH + 2 GSH > R-OH + GSSG 
Бұл әдіс НАДФН (NADPH) тотығуын өлшеуге негізделген, ол глутатионның қайта қалпына келуіне қатысады. Глутатионпероксидаза органикалық пероксидтерді қалпына келтіруді катализдейді, бұл процесте қалпына келтірілген глутатион тотығып, GSSG-ге айналады.
Глутатионредуктаза керісінше, GSSG-ні қайтадан GSH-қа дейін тотықсыздандыруды катализдейді, бұл кезде NADPH тотығып, NADP⁺ түзіледі. Пероксидтер өте реактивті радикалдарға дейін ыдырай алатындықтан, GPx ферменті жасушаны бос радикалдардың зақымдануынан, әсіресе липидтердің асқын тотығуынан қорғауда маңызды рөл атқарады.
GPx-тің екі түрі бар: біреуі селенге тәуелді (Se-GPx), екіншісі селенге тәуелсіз (iSe-GPx). Екі түрі де органикалық гидропероксидтерді субстрат ретінде пайдалана алады, бірақ тек Se-GPx бейорганикалық форманы (H2O2) пайдалана алады.
Фосфолипидгидропероксидаза GPx моноферментінен басқа, барлық GPx ферменттері төрт бірдей субъбірліктен тұрады. Әр субъбірлікте ферменттің белсенді орталығында селеноцистеин молекуласы болады. Селеноцистеин тікелей пероксидті субстратқа электрондар беру процесіне қатысып, тотығады. Кейін глутатион электрон доноры ретінде қолданылады және селеноцистеиннің қалпына келген формасын қайта түзу үшін пайдаланылады.
Зерттеу әдісі:
Бұл әдіс GPx белсенділігін жанама түрде өлшейді. Реакция глутатионредуктаза арқылы байланысады, ол GPx ферментінің органикалық пероксидтерді тотықсыздандыруы нәтижесінде түзілген GSSG-ны қалпына келтіреді, ал субстрат ретінде кумол гидропероксиді қолданылады.
- Эритроциттер лизиске ұшыратылып, центрифугаланды.
- Реакция 96-ұялы планшетте жүргізілді.
- Әр ұяшыққа келесі реакциялық қоспалар қосылды.
- Фосфатты буфер (pH 7,0)
- NADPH   
- Глутатион (GPx үшін) немесе глутатионредуктаза (GRd үшін)
- Субстрат (GPx үшін органикалық пероксид, GRd үшін тотығылған глутатион)
- NADPH тотығуы 340 нм толқын ұзындығында 3 минут бойы спектрофотометр арқылы тіркелді (PowerWaveX; BioTek, АҚШ).
- Фермент белсенділігі мкмоль/мин/г Hb ретінде есептелді [187].
Реакциялар келесі түрде жүреді:
GPx:
R-OOH + 2 GSH > R-OH + GSSG
GRd:
GSSG + NADPH + H+ > 2 GSH + NADP+
Ферментативті реакция субстрат - кумол гидропероксидін қосу арқылы басталады және 340 нм толқын ұзындығында оптикалық тығыздық тіркеледі. Оптикалық тығыздықтың төмендеу жылдамдығы үлгідегі GPx белсенділігіне тура пропорционал болып келеді.

2.6.4 Глутатионредуктаза (GRd) белсенділігін анықтау
Глутатионредуктаза (GR, EC 1.6.4.2) - бұл NADPH-ке тәуелді, тотыққан глутатионды қалпына келтірілген күйге айналдыратын флавопротеин. Бұл фермент жасушалардағы GSH деңгейін тұрақты ұстап тұруда және тотығу стресінен қорғануда маңызды рөл атқарады.
Фермент белсенділігін анықтау үшін NADPH-тің тотығу жылдамдығына негізделген спектрофотометриялық әдіс қолданылды (Gayman реактивтер жинағы). Реакция келесі теңдеумен сипатталады:
GSSG + NADPH + H⁺ → 2GSH + NADP⁺
NADPH тотығуы 340 нм толқын ұзындығында оптикалық тығыздықтың төмендеуімен қатар жүреді, бұл фермент белсенділігіне тура пропорционалды.
Реактивтерді дайындау:
Талдау алдында фосфатты буфер (50 мМ, pH 7.5, 1 мМ EDTA қосылған), GSSG (15.4 мМ) және NADPH (2 мМ) ерітінділері дайындалды. Үлгілерге арналған буфер құрамына ферментті тұрақтандыру үшін 1 мг/мл BSA енгізілді. Барлық реактивтер қолданар алдында бөлме температурасына жеткізілді.
Үлгілерді дайындау:
Қан гепарин, цитрат немесе EDTA бар пробиркаларға жиналды. 700–1000g-де 10 минут бойы 4°C температурада центрифугаланған соң, плазмасы бөлініп алынып, -80°C-та сақталды. Эритроциттік лизатты алу үшін эритроциттерге 4 есе көлемде салқын су қосылып, инкубациядан соң 10 000g-де 15 минут бойы 4°C температурада қайта центрифугаланды. Жоғарғы қабат (лизат) бөлініп алынып, -80°C-та сақталды. Талдауға дейін үлгілерді 1:10–1:20 қатынасында сұйылтты.
Талдау жүргізу:
Талдау алдында эритроцит лизаттары мұзда ерітіліп, 1:4 қатынасында сумен сұйылтылып, 10 000g-де 15 минут бойы 4°C температурада центрифугаланды. Алынған супернатант буфермен 1:20 қатынасында қосымша сұйылтылды.
96 ұяшықты планшеттегі реакциялық қоспа мыналардан тұрды: 100 мкл буфер, 20 мкл GSSG ерітіндісі, 20 мкл сұйылтылған үлгі және 10 мкл NADPH ерітіндісі. Бақылау ұяшықтарына үлгі қосылмады. Жалпы көлемі - 150 мкл. Өлшеу 25°C температурада 340 нм толқын ұзындығында спектрофотометрде жүргізілді. Абсорбция 1 минуттық интервалмен динамикада тіркелді.
Фермент белсенділігін есептеу:
Фермент белсенділігі 340 нм-де оптикалық тығыздықтың өзгеруіне (ΔA340/мин) қарай, қисықтың сызықты бөлігінде есептелді. NADPH үшін пайдаланылған молярлық сіңіру коэффициенті - 0.00373 мкМ⁻¹ (қабат қалыңдығы 0.6 см). Белсенділік нәтижелері ферменттің 25°C-та 1 минут ішінде тотығатын NADPH мөлшеріне тең бірлікпен (U) сипатталды.

2.6.5 Каталаза (CAT) белсенділігін анықтау 
Каталаза сутек асқын тотығын (H₂O₂) су мен оттегіге ыдырату арқылы жасушаларды оның зиянды әсерінен қорғайды.
Зерттеу әдісі:
- Реакция H₂O₂ ыдырауын тіркеуге негізделген, бұл 240 нм толқын ұзындығында оптикалық тығыздықтың төмендеуімен сипатталды.
- Субстрат ретінде 30 мМ H₂O₂ ерітіндісі қолданылды.
- Реакция эритроцитарлық лизатты қосқаннан кейін басталып, 1-3 минутқа созылды.
- H₂O₂ концентрациясының төмендеуі спектрофотометриялық әдіспен өлшенді.
- Каталаза белсенділігі мкмоль/мин/г Hb түрінде көрсетілді.

2.6.6 Глюкоза-6-фосфатдегидрогеназа (G6PD) белсенділігін анықтау
G6PD глюкоза-6-фосфатты 6-фосфоглюконолактонға дейін тотықтырады, бұл процесте НАДФ⁺ (NADP⁺) қалпына келтіріліп, НАДФН (NADPH) түзіледі.
G-6-P + NADP+ > глюконат-6-P + NADPH + H+
G-6PDH жетіспеушілігі - адамдағы ең жиі кездесетін ферментативтік бұзылыстардың бірі, дүние жүзінде 400 миллионнан астам адамда кездеседі деп есептеледі. Фермент жетіспеушілігі бар адамдардың көпшілігінде симптомдар байқалмайды, бірақ кейбір науқастарда инфекциялар немесе белгілі бір дәрілер әсерінен гемолитикалық анемия, сондай-ақ созылмалы бейсфероциттік гемолитикалық анемия байқалуы мүмкін. 
Зерттеу әдісі:
Реакциялық ортада келесі компоненттер болды:
- Фосфатты буфер (pH 7,4)
- Глюкоза-6-фосфат (субстрат)
- НАДФ⁺ (кофактор)
- Реакция эритроцитарлық лизатты қосу арқылы басталады.
- NADPH-тың түзілу жылдамдығы 340 нм толқын ұзындығында тіркелді.
- Фермент белсенділігі мкмоль/мин/г Hb ретінде есептелді.
Эритроциттердегі глюкоза-6-фосфатдегидрогеназа белсенділігін анықтау-дың ұсынылған әдістемесі пентозофосфат жолының жұмысымен және жасушалардың антиоксиданттық қорғанысымен байланысты ферментативті белсенділікті сенімді бағалауға мүмкіндік береді. 



2.7 Нәтижелерді статистикалық талдау
Деректердің статистикалық өңдеуі SPSS 27.0 нұсқасы (WPSS Ltd., Surrey, UK) бағдарламасы арқылы жүргізілді. Графиктерді құру үшін GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) қолданылды [188].
1. Деректердің таралуын тексеру
Статистикалық әдістерді қолданбас бұрын, деректердің таралу сипаты бағаланды:
- Шапиро–Уилк тесті деректердің қалыпты таралуын тексеру үшін қолданылды. Бұл тест әсіресе шағын көлемді таңдамада тиімді, себебі ол деректердің қалыпты таралу заңына сәйкестігін бағалайды.
- Левен критерийі топтар арасындағы дисперсиялардың біртектілігін тексеру үшін қолданылды, бұл дисперсиялық талдаудың (ANOVA) дұрыс орындалуы үшін маңызды шарт.
2. Деректерді ұсыну
- Қалыпты таралымды айнымалылар орташа мән ± стандартты ауытқу (SD) түрінде берілді.
- Қалыпты емес таралымды айнымалылар орташа мән ± стандартты қателік (SEM) түрінде көрсетілді.
3. Топтарды салыстыру
Дисперсиялық талдау (ANOVA) және post-hoc тесттер қалыпты таралымды топтарды салыстыру үшін қолданылды. ANOVA үш немесе одан да көп топтар арасындағы статистикалық маңызды айырмашылықтардың бар-жоғын анықтады. Егер ANOVA нәтижесі маңызды айырмашылықтарды көрсетсе, post-hoc тесттер жүргізілді. Мұнда Тьюки (Tukey’s HSD) немесе Бонферрони (Bonferroni) тесттері қолданылды.
Краскел–Уоллис критерийі қалыпты емес таралымды үш және одан да көп топтарды салыстыру үшін пайдаланылды. Бұл ANOVA-ның параметрлік емес баламасы, ол деректерді деңгейлер бойынша бағалайды.
4. Корреляциялық талдау
Пирсон корреляция коэффициенті қалыпты таралымды сандық айнымалылар арасындағы байланыстарды анықтау үшін қолданылды. Егер деректер қалыпты емес таралымды болса, Спирман корреляциясы пайдаланылды, ол деректерді деңгейлер бойынша салыстырады және таралуға тәуелді емес.
5. ROC-талдау (Receiver Operating Characteristic, ROC қисығы)
Диагностикалық тесттер мен биомаркерлердің тиімділігін бағалау үшін ROC-талдау жүргізілді. ROC қисығы белгілі бір биомаркердің патологиялық және сау күйлерді ажырату қабілетін көрсетеді. Қисық астындағы ауданы (AUC, Area Under Curve) есептелді:
- AUC мәні 1-ге жақындаған сайын, диагностикалық дәлдік жоғары болады.
- AUC ≈ 0.5 болған жағдайда, диагностикалық маңыздылық жоқ.
- 95% сенімділік аралығы (CI) арқылы нәтижелердің дәлдігі бағаланды.
6. Логистикалық регрессия
МикроРНҚ деңгейі, тотығу стресі/қабыну маркерлері және қант диабеті мен оның асқынуларының болуы арасындағы байланысты зерттеу үшін биномиалды логистикалық регрессия қолданылды.
Логистикалық регрессия тәуелсіз айнымалылардың (мысалы, микроРНҚ және қабыну маркерлерінің) қант диабетінің немесе оның асқынуларының даму ықтималдығына әсерін бағалады.
Нәтижелер Exp(B) коэффициенттерімен (Odds Ratio, OR) көрсетілді:
- OR > 1 – көрсеткіштің жоғарылауы ауру қаупін арттырады.
- OR < 1 – көрсеткіштің жоғарылауы ауру қаупін төмендетеді.
- 95% сенімділік аралығы (CI) есептеліп, деректердің дәлдігі бағаланды.
7. Статистикалық маңыздылық критериі
Барлық p < 0,05 мәндері статистикалық маңызды деп саналды. Бұл дегеніміз, анықталған айырмашылықтардың кездейсоқ кездесу ықтималдығы 5%-дан аз, сондықтан нәтижелер сенімді болып табылады [189].
Статистикалық өңдеу нәтижелері зерттеудің деректерін объективті бағалауға және алынған нәтижелердің сенімділігін дәлелдеуге мүмкіндік берді. Барлық p мәндері айқындалған айырмашылықтардың статистикалық тұрғыдан маңызды екенін көрсетті, бұл зерттеу қорытындыларының ғылыми негізділігін және алынған мәліметтердің практикалық қолдануға жарамдылығын айқындайды.

















3 ЗЕРТТЕУ НӘТИЖЕЛЕРІ

3.1 Зерттелген популяциядағы микроРНҚ экспрессиясының және биохимиялық-клиникалық көрсеткіштердің айырмашылықтары
Зерттеуге қатысушылардың профилі мен биохимиялық параметрлері 5-кестеде көрсетілген.
Зерттеуге үш топ енгізілді: бақылау тобы (БТ), қантамырлық асқынуларсыз ҚД2Т-і бар науқастар тобы (ҚД2Т АЖ) және қантамырлық асқынулары бар диабетпен ауыратын науқастар тобы (ҚД2Т+А). Бақылау тобы 18 әйел мен 12 ер адамнан, ал ҚД2Т АЖ тобы 18 әйел мен 16 ер адамнан тұрды, бұл олардың жыныстық құрамы бойынша ұқсастығын қамтамасыз етті (χ² = 0,323, p = 0,570). ҚД2Т+А тобында ер адамдардың үлесі жоғары болды (5 әйел және 23 ер адам), бұл жыныстық фактордың қантамырлық асқынулардың дамуындағы ықтимал рөлін көрсетеді.  
Барлық қатысушылар 10 ай ішінде эндокринология клиникасында зерттеуге қатысуға ұсынылды. Бақылау тобына әртүрлі мекемелерден келген еріктілер жас ерекшеліктері, жынысы және дене салмағының индексі (ДСИ) бойынша теңгерімділік сақтала отырып таңдалды. Ал ҚД2Т ауыратын науқастар зерттеуге дәрігердің кеңесіне жүгінуіне қарай енгізіліп отырылды.
Қатысушыларды іріктеу енгізу және шеттету критерийлеріне сәйкес жүргізілді. Бақылау тобына қант диабеті жоқ тұлғалар, ал диабетпен ауыратын науқастар қантамырлық асқынулардың бар-жоғына қарай ҚД2Т АЖ және ҚД2Т+А топтарына бөлінді. Бұл таңдалған зерттеу топтарында биохимиялық параметрлерді салыстыруға және аурудың үдеуінің ықтимал байланысын анықтауға мүмкіндік берді. 
Бақылау тобындағы қатысушылардың көпшілігі (22 адам) 40–55 жас аралығында болды, ал 6 адам 56–70 жас аралығында, 2 қатысушы 71 жастан үлкен.
Қант диабетімен ауыратын науқастардың жасы үлкен болуы заңды құбылыс: олардың 37-сі 56–70 жас аралығында, 9-ы 40–55 жас аралығында, ал 16-сы 71 жастан асқан. Алайда, диабетпен ауыратын науқастар арасында (асқынулары бар және жоқ топтар) жас ерекшеліктері бойынша айтарлықтай айырмашылықтар анықталған жоқ (56–70 жас: ҚД2Т АЖ тобында 21 адам, ҚД2Т+А тобында 16 адам; 40–55 жас: ҚД2Т АЖ тобында 5 адам, ҚД2Т+А тобында 4 адам; 71 жастан асқандар: екі топта да 8 адамнан). Орташа жас көрсеткіштері де айтарлықтай ерекшеленбеді (ҚД2Т АЖ тобында 63,47 ± 1,30 жас, ҚД2Т+А тобында 64,96 ± 1,68 жас). 
Осылайша, жас факторы қант диабетінің тамырлық асқынуларын болжау моделіне айтарлықтай әсер етпейтін айнымалы ретінде қарастырылды.  



Кесте 5 - Зерттелген топтардың бастапқы және биохимиялық көрсеткіштері

	Көрсеткіштер
	БТ
(n = 30)
	ҚД2Т АЖ
(n = 34)
	ҚД2Т+А
(n = 28)
	p-value

	Жасы
	51.43 ± 1.77
	63.47 ± 1.30 а
	64.96 ± 1.68 b
	a, b p < 0.001

	Жынысы (ер, әйел)
	18/12
	18/16
	5/23
	

	Темекі шегу (иә/жоқ)
	4/26
	1/33
	4/24
	

	Дене белсенділігі:
Төмен 
Орташа 
Жоғары 
	
4
17
9
	
15
19
0
	
17
10
1
	

	Салмағы (кг)
	70.83 ± 12.67
	78.81 ± 15.00
	86.66 ± 12.18 b
	b p < 0.001

	ДСИ (кг/м²)
	25.18 ± 3.38
	29.84 ± 5.26 a
	30.62 ± 4.57 b
	a, b p < 0.001

	Қант диабетінің ұзақтығы (жыл)
	Жоқ
	13.33 ± 1.85
	17.43 ± 2.02
	

	HbA1c (%)
	5.37 ± 0.07
	6.85 ± 0.16 a
	7.11 ± 0.19 b
	a, b p < 0.001

	Глюкоза (мг/дл)
	90.33 ± 14.72
	123.5 ± 28.24 a
	141.9 ± 48.54 b
	a, b p < 0.001

	Инсулин (мЕ/л)
	6.76 ± 0.74
	11.51 ± 1.68 a
	11.67 ± 2.02 b
	a, b p < 0.001

	HOMA-IR Индексі
	1.50 ± 0.23
	3.66 ± 0.63 a
	3.99 ± 0.66 b
	а p < 0.01
b p < 0.001

	Креатинин (мг / дл)
	0.80 ± 0.16
	0.84 ± 0.18
	0.98 ± 0.35
	b p = 0.019

	Несепнәр (мг / дл)
	35.41 ± 2.34
	42.45 ± 2.47
	45.00 ± 4.82
	a p = 0.035

	Жалпы холестерин (мг / дл)
	198.8 ± 5.79
	168.4 ± 6.30 а
	136.3 ± 7.50 b, c
	a p = 0.003
b p < 0.001
c p = 0.002

	TГ (мг/дЛ)
	90.33 ± 5.73
	165.3 ± 23.20 a
	140.3 ± 14.29 b
	a p = 0.01
b p = 0.05

	ЖТЛП (мг/дЛ)
	62.13 ± 2.41
	52.65 ± 2.50 a
	44.96 ± 2.16 b
	a p = 0.01
b p < 0.001

	ТТЛП (мг/дЛ)
	119.5 ± 5.21
	85.97 ± 5.72 a
	66.63 ± 6.32 b
	a, b p < 0.001

	Ескерту - a p – ҚД2Т АЖ мен БТ салыстыруы; b p – ҚД2Т+А мен БТ салыстыруы; c p – ҚД2Т+А мен ҚД2Т АЖ салыстыруы.



Кестеде барлық айнымалылардың таралуы қалыпты болмады, тек дене салмағы, ДСИ және глюкоза деңгейі қалыпты таралуға сәйкес келді. Қалыпты емес таралуы бар айнымалылар үшін p мәндері Краскел–Уоллис критерийі арқылы есептелді. Қалыпты таралған айнымалылар үшін дисперсиялық талдау (ANOVA) және кейіннен көптік салыстыру (post-hoc тесті) қолданылды. Деректер қалыпты емес таралуы бар айнымалылар үшін орташа ± орташа қателік (SEM) және қалыпты таралған айнымалылар үшін орташа ± стандартты ауытқу (SD) түрінде ұсынылған. 
Бақылау тобында 16 адамның салмағы қалыпты, 11 адамның дене салмағы артық, ал 3 қатысушы семіздікке шалдыққан. Қант диабеті бар науқастарда ДСИ күтілгендей жоғары болды: ҚД2Т АЖ тобында 14 адам артық салмақпен, ал ҚД2Т+А тобында 16 адам артық салмақпен анықталды. Семіздік ҚД2Т АЖ тобындағы 13 адамда және ҚД2Т+А тобындағы 11 адамда тіркелді. Алайда, қант диабеті бар барлық науқастар арасында ҚД2Т АЖ және ҚД2Т+А топтары бойынша ДСИ көрсеткіштері арасында айтарлықтай айырмашылық болған жоқ (χ² = 4,259, p = 0,119). 
Физикалық белсенділік келесі түрде жіктелді:
- Төмен қарқындылық - жүрек соғу жиілігін айтарлықтай арттырмайтын белсенділіктер, мысалы, баяу жүру немесе созылуға бағытталған жаттығулар.
- Орташа қарқындылық - жүрек соғу жиілігі мен тыныс алуды арттыратын белсенділіктер, мысалы, жылдам жүру немесе велосипед тебу.
- Жоғары қарқындылық - айтарлықтай күш жұмсауды талап ететін белсенділіктер, мысалы, жүгіру немесе аралық жаттығулар.
Күтілгендей, үш топ арасында біршама айырмашылықтар анықталды (χ² = 25,465, p < 0,001). Алайда, қант диабетімен ауыратын барлық науқастар арасында физикалық белсенділік бойынша айырмашылық болған жоқ (χ² = 3,791, p = 0,188), сондай-ақ макроқантамырлық асқынулары бар науқастар арасында да айырмашылық байқалмады (χ² = 2,295, p = 0,317). 
Екі диабеттік топтағы науқастарда HbA1c және глюкоза деңгейі бақылау тобымен салыстырғанда едәуір жоғары болып, бұл көмірсулар алмасуының айқын бұзылысын көрсетеді. Сонымен қатар, HOMA-IR индексінің жоғарылауы инсулинге төзімділіктің күшеюін айғақтайды, бұл 2-типті қант диабетіне тән патофизиологиялық өзгерістердің бірі болып табылады. Бұл көрсеткіштердің жоғары болуы β-жасушалардың инсулин секрециясының бұзылуымен қатар, инсулиннің шеткергі тіндерде әсерінің төмендеуін де білдіреді.
Липидтік профильге келетін болсақ, жалпы холестерин мен төмен тығыздықты липопротеиндер (ТТЛП) деңгейі ҚД2Т АЖ және ҚД2Т+А топтарында бақылау тобымен салыстырғанда төмендеген, ал триглицеридтер (ТГ) деңгейі керісінше жоғарылаған. Бұл өзгерістер диабетпен байланысты липидтік алмасу бұзылыстарының көрінісі ретінде қарастырылады және атерогенезге ықпал ететін негізгі факторлардың бірі болып табылады. Сонымен қатар, екі диабеттік топта да жоғары тығыздықты липопротеиндер (ЖТЛП) деңгейінің төмендегені байқалды, бұл антиатерогендік қорғаныстың әлсірегенін және жүрек-қантамырлық қауіптің жоғарылағанын көрсетеді.
6-кестеде микроангиопатиясы және жүрек-қантамыр аурулары (ЖҚА) бар науқастарға тағайындалған дәрілік препараттар көрсетілген. Екі топ та қандағы қант деңгейін төмендететін дәрілерді, соның ішінде метформин мен басқа да антигипергликемиялық заттарды, атап айтқанда, сульфонилмочевина туындылары, ДПП-4 тежегіштері және ГПП-1 агонистерін қабылдаған. Бұл дәрілік топтар инсулин секрециясын арттыру немесе глюкозаның сіңуін төмендету арқылы гликемиялық бақылауды қамтамасыз етуге бағытталған.
Инсулинотерапия ЖҚА тобында жиірек қолданылған, бұл осы топтағы науқастарда диабеттің ауыр ағымымен және ұйқы безінің β-жасушалық резервінің азаюымен байланысты болды. Мұндай жағдайларда пероральді антидиабеттік агенттер жеткіліксіз болғандықтан, инсулин енгізу арқылы гликемиялық бақылауға қол жеткізу қажеттілігі туындайды.
Липидті төмендететін терапия, атап айтқанда, статиндер, микроангиопатиясы бар науқастарға жиірек тағайындалған. Бұл микроқантамырлық асқынулардың (диабеттік нефропатия, ретинопатия және нейропатия) даму қаупін төмендету мақсатында жүргізілетін профилактикалық шара болып табылады. Липидтік профильді бақылау созылмалы гипергликемияның тамырларға тигізетін зақымдаушы әсерін азайтуда және эндотелий функциясын сақтау тұрғысынан ерекше маңызға ие.
Сонымен қатар, құрысуға қарсы препараттар ЖҚА тобында жиірек қолданылған. Бұл, ең алдымен, диабеттік нейропатиямен байланысты ауырсыну синдромын басу үшін габапентин және прегабалин секілді препараттарды қолданумен байланысты болуы мүмкін. Бұл дәрілік заттар нейропатиялық ауырсыну белгілерін жеңілдету үшін кеңінен қолданылады және өмір сапасын жақсартуға бағытталған.
Жалпы алғанда, тағайындалған препараттар мен тамырлық асқынулар арасында статистикалық тұрғыдан маңызды байланыс анықталмады. Бұл дәрілік терапияның нақты асқыну түріне байланысты емес, науқастың жалпы клиникалық жағдайы мен жеке көрсеткіштеріне сәйкес таңдалғанын білдіреді. Индивидуализацияланған тәсіл -  қазіргі заманғы диабет терапиясының маңызды қағидаты болып табылады, және бұл зерттеу нәтижелері оны тағы бір мәрте дәлелдейді.
Осылайша, тамырлық асқынулары бар науқастар негізгі гипогликемиялық терапияны ұқсас мөлшерде алғанымен, инсулин, статиндер және құрысуға қарсы препараттарды қолдану жиілігі бойынша айырмашылықтар байқалды. Бұл терапиялық стратегиялар асқыну түрлерінің клиникалық сипаттамаларына және науқастың метаболикалық статусына байланысты жекелей түрде таңдалғанын көрсетеді.

Кесте 6 - Микроангиопатиямен және жүрек-қан тамырлары ауруларымен ауыратын науқастарға арналған терапия түрлері 

	Дәрілік терапия
	Микроангиопатиялар (n = 6)
21.4%
	ЖҚА (n = 22)
78.6%

	1
	2
	3

	Глюкоза деңгейін төмендететін дәрілер:
Метформин
Емдеу ұзақтығы (ж)
Антигипергликемиялық агенттер *
Емдеу ұзақтығы (ж)
Инсулинге сезімтал терапия **
Емдеу ұзақтығы (ж)
	

66.7% (4/6)
15.39 ± 2.18
83.3% (5/6)
15.32 ± 2.25
66.7% (4/6)
13.3 ± 2.31
	

68.2% (15/22)
16.23 ± 2.13
90.9% (20/22)
13.00 ± 2.94
80.0% (16/22)
14.66 ± 2.35

	Холестеринді төмендететін терапия
(статиндер)
Емдеу ұзақтығы (ж)
	
66.7% (4/6) 
11.57 ± 2.75 
	
50.0% (11/22)
17.78 ± 2.31


6 – кестенің  жалғасы

	1
	2
	3

	Антиконвульсанттар
Емдеу ұзақтығы (ж)
	0.0% 

	22.7% (5/22)
7.92 ± 2.14

	Ескерту - * Антигипергликемиялық препараттар қандағы глюкоза деңгейін төмендететін екінші қатарлы терапияны қамтиды (ДПП-4 тежегіштері, SGLT2 тежегіштері, ГПП-1 рецепторларының агонисттері)
** Инсулинге сезімталдықты арттыратын терапия инсулин секрециясын ынталандыратын препараттар мен тиазолидиндиондарды қамтиды. ж – жылдар



Антигипергликемиялық препараттар қандағы глюкоза деңгейін төмендететін екінші қатарлы терапияны қамтиды. Бұл топқа DPP-4 тежегіштері, SGLT2 тежегіштері және ГПП-1 рецепторларының агонисттері жатады. Аталған препараттар инкретиндік әсер арқылы инсулин секрециясын реттейді, бауырдағы глюкоза өндірілуін азайтады және бүйрек арқылы глюкозаның қайта сіңуін тежеп, оның несеп арқылы шығарылуын арттырады. SGLT2 тежегіштері сонымен қатар салмақты азайтуға және қан қысымын төмендетуге оң әсер етуі мүмкін, бұл жүрек-қантамырлық қауіпі жоғары науқастар үшін маңызды артықшылық болып табылады.
Инсулинге сезімталдықты арттыратын терапияға инсулин секрециясын ынталандыратын препараттар мен тиазолидиндиондар (мысалы, пиоглитазон) жатады. Бұл препараттар инсулинге резистенттілікті төмендетіп, бұлшықет пен май тіндерінде глюкозаның тиімді сіңуін жақсартады. Олардың әсері инсулиннің шеткергі тіндерге әсерін күшейту және глюкозаны тасымалдаушы рецепторлардың экспрессиясын арттыру арқылы жүзеге асады. Сонымен қатар, бұл дәрілер бауырдағы глюконеогенезді төмендетуге де үлес қосады.
Қант диабетіне байланысты ауырсынулы нейропатияны емдеуде құрысуға қарсы препараттар кеңінен қолданылды. Бұл топқа габапентин және прегабалин сияқты препараттар жатады, олар жүйке жүйесінің қозуын төмендету арқылы нейропатиялық ауырсынуды жеңілдетеді. Аталған дәрілер кальций арналарының α2δ-суббірліктерімен байланыса отырып, нейротрансмиттерлердің босап шығуын шектейді және ауырсыну сигналдарының берілуін әлсіретеді.
Сонымен қатар, кейбір науқастарға қосымша ем ретінде антидепрессанттар (мысалы, амитриптилин, дулоксетин) мен жергілікті анестетиктер (мысалы, лидокаин патчтары) тағайындалуы мүмкін. Бұл препараттар ауырсынуды бақылауға қосымша әсер етеді, әсіресе ұзақ уақыт бойы сақталатын немесе өмір сапасына елеулі әсер ететін ауырсыну синдромдарында. Комбинирленген тәсіл ауырсынудың әртүрлі патогенетикалық механизмдеріне бағытталғандықтан, кешенді және тиімді ем нәтижесін қамтамасыз етеді.
Осылайша, қолданылған дәрілік заттар гликемиялық бақылауға қол жеткізуге, инсулинге сезімталдықты қалпына келтіруге және диабеттік нейропатиямен байланысты ауырсынуды төмендетуге бағытталған кешенді терапияның бір бөлігі болып табылады. Бұл терапиялық стратегиялар науқастың клиникалық жағдайын, қосымша патологияларды және асқыну сипатын ескере отырып, жекелей таңдалған.
Нақты уақыт режиміндегі ПТР нәтижелері бойынша плазмадағы miR-155-5p, miR-21-5p, miR-146a-3p және miR-210-3p деңгейлері ҚД2Т АЖ тобында бақылау тобымен салыстырғанда едәуір жоғары болды (p < 0,05).
ҚД2Т+А тобында да бақылау тобымен салыстырғанда төрт микроРНҚ бойынша статистикалық тұрғыдан маңызды айырмашылықтар анықталды: miR-484-5p (сурет 7 c), miR-21-5p (сурет 8) және miR-210-3p (сурет 11) экспрессиясы жоғарылаған, ал miR-126a-3p деңгейі төмендеген (сурет 5).
 

     
Сурет 5 - miR-126 экспрессиясының салыстырмалы деңгейі: БТ, ҚД2Т АЖ және ҚД2Т+А

Деректер орташа мән ± стандарттық қате (SEM) түрінде ұсынылған. p мәндері Краскел–Уоллис критерийі бойынша есептелген. Топтар арасындағы салыстырулар диаграммаларда көрсетілген. *p < 0,05, **p<0,01.
                        


Сурет 6 - miR-155 экспрессиясының салыстырмалы деңгейі: БТ, ҚД2Т АЖ және ҚД2Т+А

 Деректер орташа мән ± стандарттық қате (SEM) түрінде ұсынылған. p мәндері Краскел–Уоллис критерийі бойынша есептелген. Топтар арасындағы салыстырулар диаграммаларда көрсетілген. *p < 0,05.


     
Сурет 7 - miR-484 экспрессиясының салыстырмалы деңгейі: БТ, ҚД2Т АЖ және ҚД2Т+А

 Деректер орташа мән ± стандарттық қате (SEM) түрінде ұсынылған. p мәндері Краскел–Уоллис критерийі бойынша есептелген. Топтар арасындағы салыстырулар диаграммаларда көрсетілген. *p < 0,05.



Сурет 8 - miR-21 экспрессиясының салыстырмалы деңгейі: БТ, ҚД2Т АЖ және ҚД2Т+А

Деректер орташа мән ± стандарттық қате (SEM) түрінде ұсынылған. p мәндері Краскел–Уоллис критерийі бойынша есептелген. Топтар арасындағы салыстырулар диаграммаларда көрсетілген. *p < 0,05, **p<0,01.

                    
Сурет 9 - miR-146-3р экспрессиясының салыстырмалы деңгейі: БТ, ҚД2Т АЖ және ҚД2Т+А

Деректер орташа мән ± стандарттық қате (SEM) түрінде ұсынылған. p мәндері Краскел–Уоллис критерийі бойынша есептелген. Топтар арасындағы салыстырулар диаграммаларда көрсетілген. *p < 0,05.
        


Сурет 10 - miR-27а-3р экспрессиясының салыстырмалы деңгейі: БТ, ҚД2Т АЖ және ҚД2Т+А

Деректер орташа мән ± стандарттық қате (SEM) түрінде ұсынылған. p мәндері Краскел–Уоллис критерийі бойынша есептелген. Топтар арасындағы салыстырулар диаграммаларда көрсетілген.



Сурет 11 - miR-210-3р экспрессиясының салыстырмалы деңгейі: БТ, ҚД2Т АЖ және ҚД2Т+А
Деректер орташа мән ± стандарттық қате (SEM) түрінде ұсынылған. p мәндері Краскел-Уоллис критерийі бойынша есептелген. Топтар арасындағы салыстырулар диаграммаларда көрсетілген. *p < 0,05.
Сонымен қатар, miR-126a-3p деңгейі ҚД2Т+А тобында ҚД2Т АЖ тобымен салыстырғанда айтарлықтай төмен болды (сурет 5), бұл оның қант диабетіне байланысты тамырлық асқынулардың үдеуіне ықпал етуі мүмкін екенін көрсетеді. miR-27a-3p экспрессиясы топтар арасында айтарлықтай айырмашылықтар көрсеткен жоқ.
Жалпы алғанда, зерттеу нәтижелері 2 типті қант диабетінде айналымдағы микроРНҚ деңгейлерінің өзгерістері қантамырлық асқынулардың дамуымен тығыз байланысты болуы мүмкін екенін көрсетті. Атап айтқанда, микроРНҚ деңгейлерінің төмендеуі ангиопатиялардың үдеуінде маңызды рөл атқаруы ықтимал. Бұл деректер микроРНҚ-ларды диабетке байланысты тамыр патологияларын ерте анықтау мен болжам жасау үшін әлеуетті биомаркерлер ретінде қарастыруға мүмкіндік береді.

3.2 Зерттелген үлгілердегі тотығу статусы маркерлері және антиоксиданттық ферменттердің белсенділігін анықтау

3.2.1 Тотығу статусы маркерлерін анықтау
Қан жасушаларындағы тотықтырғыштардың түзілуі мен антиоксиданттық қорғаныс арасындағы теңгерімнің бұзылуынан туындаған зақымдануларды көрсететін жасушадан тыс тотығу статусы деңгейі ЛАТ, AOPP және NOx деңгейлерін талдау арқылы анықталды. ҚД2Т АЖ және ҚД2Т+А топтарындағы науқастарда бұл екі маркердің деңгейі бақылау тобымен салыстырғанда айтарлықтай жоғары болды: ЛПО деңгейінің жоғарылауы p < 0,05, ал AOPP деңгейінің артуы p < 0,01 мәндерінде байқалды (сурет 12). ҚД2Т АЖ тобында сондай-ақ NOx және ЛАТ деңгейлерінің жоғарылауы анықталды (сурет 13, 14).
                       


Сурет 12 - Қант диабеті бар науқастардың (ҚД2Т АЖ, ҚД2Т+А) және бақылау тобының плазмасындағы тотығу стресі маркері AOPP деңгейін бағалау
Деректер орташа мән ± орташа қателік (SEM) түрінде көрсетілген. p мәндері Краскел–Уоллис критерийі арқылы есептелді. Топтар арасындағы салыстырулар графиктерде көрсетілген. ** p < 0,01.


       
Сурет 13 - Қант диабеті бар науқастардың (ҚД2Т АЖ, ҚД2Т+А) және бақылау тобының плазмасындағы тотығу стресі маркері ЛАТ деңгейін бағалау

Деректер орташа мән ± орташа қателік (SEM) түрінде көрсетілген. p мәндері Краскел–Уоллис критерийі арқылы есептелді. Топтар арасындағы салыстырулар графиктерде көрсетілген. * p < 0,05.
Зерттеу нәтижелері ЛАТ деңгейінің ҚД2Т АЖ және ҚД2Т+А топтарында бақылау тобына қарағанда жоғары екенін көрсетті. Бұл тотығу стресінің диабетпен және оның асқынуларымен байланысын растайды. Краскел–Уоллис критерийі бойынша анықталған p < 0,05 мәндері топтар арасындағы айырмашылықтардың статистикалық маңызды екенін дәлелдейді.
Бұл деректер ҚД2Т науқастарында, әсіресе макроқантамырлық асқынулары бар топтарда, тотығу стрессінің айқын күшеюін және антиоксиданттық жүйенің жеткіліксіздігін көрсетеді. ЛАТ, AOPP және NOx деңгейлерінің жоғарылауы липидтер мен ақуыздардың тотығу зақымдануының күшеюін, сондай-ақ азот тотығы метаболизміне байланысты дисфункцияны меңзейді. Бұл өзгерістер эндотелий қызметінің бұзылуына, қан тамырларының қабынуына және атеросклероз үдерісінің жеделдеуіне ықпал етуі мүмкін.


Сурет 14 - Қант диабеті бар науқастардың (ҚД2Т АЖ, ҚД2Т+А) және бақылау тобының плазмасындағы тотығу стресі маркері Nox деңгейін бағалау

Деректер орташа мән ± орташа қателік (SEM) түрінде көрсетілген. p мәндері Краскел–Уоллис критерийі арқылы есептелді. Топтар арасындағы салыстырулар графиктерде көрсетілген. * p < 0,05.
Бұл деректер ҚД2Т науқастарында, әсіресе макроқантамырлық асқынулары бар топтарда, тотығу стресінің айқын күшеюін және антиоксиданттық қорғаныс жүйесінің жеткіліксіздігін дәлелдейді. ЛАТ, AOPP және NOx деңгейлерінің жоғарылауы липидтер мен ақуыздардың қарқынды тотығу зақымдануының және азот тотығы метаболизміндегі теңгерімсіздіктің көрсеткіші болып табылады. Мұндай өзгерістер эндотелийдің биожеткізгіштік және вазорегуляциялық қызметінің бұзылуына, қан тамырлары қабырғасында қабыну медиаторларының жиналуына және атеросклероздың үдеуімен байланысты пролиферативті процестердің жеделдеуіне ықпал етуі мүмкін.

3.2.2 Антиоксиданттық ферменттердің белсенділігін анықтау
Ішкі жасушалық тотығу күйін анықтау эритроциттердегі антиоксиданттық ферменттердің (SOD, CAT және G6PD) белсенділігін, сондай-ақ глутатион циклі компоненттерінің (GSSG, GSH, GRd және GPx) деңгейін өлшеуді қамтыды.
Антиоксиданттық ферменттер ішінде SOD белсенділігінің екі диабеттік топта да айтарлықтай төмендеуі байқалды (p < 0,05) (сурет 15). Каталаза белсенділігінде топтар арасында елеулі айырмашылықтар анықталған жоқ (сурет 16). Ал G6PD белсенділігі ҚД2Т АЖ  және ҚД2Т+А топтарында бақылау тобымен салыстырғанда төмен болды (p < 0,01 және p < 0,05, сәйкесінше) (сурет 17). 
Мәліметтерді талдау нәтижесінде антиоксиданттық ферменттердің белсенділігінде айқын өзгерістер байқалды. Атап айтқанда, SOD белсенділігі екі диабеттік топта да төмендегені тотығу стресінің күшеюін және антиоксиданттық қорғаныс жүйесінің әлсіреуін көрсетеді. Каталаза белсенділігінің өзгермеуі оның осы жағдайда тұрақтырақ рөл атқаруы мүмкін екенін білдіреді. Ал G6PD белсенділігінің төмендеуі глюкоза-6-фосфаттың метаболизмі мен NADPH түзілуінің бұзылуына әкелуі ықтимал, бұл жасушалардың тотығу зақымдануына осал болуына әсер етеді.



Сурет 15 - Қант диабеті бар науқастардың (ҚД2Т АЖ, ҚД2Т+А) және бақылау тобының эритроциттеріндегі SOD деңгейін бағалау

Деректер орташа мән ± стандартты қателік (SEM) түрінде ұсынылған. p мәндері Краскел–Уоллис критерийі бойынша есептелген. *p<0,5.
                      


Сурет 16 - Қант диабеті бар науқастардың (ҚД2Т АЖ, ҚД2Т+А) және бақылау тобының эритроциттеріндегі Каталаза деңгейін бағалау

Деректер орташа мән ± стандартты қателік (SEM) түрінде ұсынылған. p мәндері Краскел–Уоллис критерийі бойынша есептелген. 


Сурет 17 - Қант диабеті бар науқастардың (ҚД2Т АЖ, ҚД2Т+А) және бақылау тобының эритроциттеріндегі Г-6-ФД деңгейін бағалау

Деректер орташа мән ± стандартты қателік (SEM) түрінде ұсынылған. p мәндері Краскел–Уоллис критерийі бойынша есептелген. *p<0,5, **p<0,01.


Сурет 18 - Қант диабеті бар науқастардың (ҚД2Т АЖ, ҚД2Т+А) және бақылау тобының эритроциттеріндегі GPx белсенділігін бағалау

Деректер орташа мән ± стандартты қателік (SEM) түрінде ұсынылған. p мәндері Краскел–Уоллис критерийі бойынша есептелген. *p<0,5, **p<0,01, ***p<0,001.



Сурет 19 - Қант диабеті бар науқастардың (ҚД2Т АЖ, ҚД2Т+А) және бақылау тобының эритроциттеріндегі GRd белсенділігін бағалау
Деректер орташа мән ± стандартты қателік (SEM) түрінде ұсынылған. p мәндері Краскел–Уоллис критерийі бойынша есептелген. ***p<0,001.



Сурет 20 - Қант диабеті бар науқастардың (ҚД2Т АЖ, ҚД2Т+А) және бақылау тобының эритроциттеріндегі GSSG/GSH арақатынасы деңгейін бағалау

Деректер орташа мән ± стандартты қателік (SEM) түрінде ұсынылған. p мәндері Краскел–Уоллис критерийі бойынша есептелген. **p<0,01, ***p<0,001.
GRd белсенділігі қант диабеті бар екі топта да бақылау тобымен салыстырғанда айтарлықтай төмен болды (p < 0,001, сурет 19), ал GPx белсенділігі, керісінше, осы топтарда жоғарылаған (p < 0,001 және p < 0,05 сәйкесінше) (сурет 18). Сонымен қатар, GSSG/GSH қатынасы ҚД2Т АЖ тобында (p < 0,001) және ҚД2Т+А тобында (p < 0,01) бақылау тобымен салыстырғанда едәуір артқан (сурет 20).
Жүргізілген талдау нәтижелері қант диабетімен ауыратын науқастарда антиоксиданттық қорғаныс жүйесінде айқын өзгерістер бар екенін көрсетті. Атап айтқанда, екі топта да GRd белсенділігінің төмендеуі және GPx белсенділігінің артуы байқалды, бұл тотығу-қалпына келу тепе-теңдігінің бұзылуына және антиоксиданттық ферменттердің компенсациялық белсендірілуіне меңзейді. Сонымен бірге, GSSG/GSH қатынасының артуы жасушалық деңгейде тотығу стрессінің күшейгенін және глутатиондық жүйенің тотыққан күйге ығысқанын дәлелдейді. Бұл өзгерістер қант диабетінің патогенезінде және асқынулардың дамуында тотығу стрессінің маңызды рөлін растайды.
3.3 Қабыну статусы көрсеткіштерін анықтау
Үш зерттелген топтағы қабыну маркерлерінің ішінде IL-6, IL-8, IL-18 және MCP-1 деңгейлері ҚД2Т АЖ және ҚД2Т+А топтарында бақылау тобымен салыстырғанда айтарлықтай жоғары болды. Алайда ҚД2Т АЖ және ҚД2Т+А топтары арасында елеулі айырмашылықтар анықталған жоқ. IL-10 және TNF-α деңгейлері БТ, ҚД2Т АЖ және ҚД2Т+А топтары арасында өзгешелік көрсетпеді. 
Жалпы алғанда, бұл нәтижелер ҚД2Т-і бар науқастарда, әсіресе микроангиопатиясы немесе атеросклерозы бар топтарда, жүйелік қабыну белсенділігінің күшейгенін көрсетеді. IL-6, IL-8, IL-18 және MCP-1 деңгейлерінің жоғарылауы эндотелий дисфункциясы мен атерогенез процестерінің үдеуімен байланысты болуы мүмкін (сурет 21-25). Ал IL-10 және TNF-α (сурет 23-26). деңгейлерінің топтар арасында айырмашылық көрсетпеуі бұл маркерлердің зерттелген жағдайда қабыну процестерінің негізгі индикаторлары болып табылмайтынын немесе олардың өзгерісі аурудың басқа сатыларында айқынырақ көрінуі мүмкін екенін білдіреді.


Сурет 21 - Қант диабетімен ауыратын және бақылау топтарындағы про цитокин IL-6 плазмадағы концентрациясы

Деректер орташа мән ± стандартты қатенің орташа мәні (SEM) түрінде көрсетілген. p мәндері Краскел–Уоллис критерийі бойынша есептелді. *p<0,5



Сурет 22 - Қант диабетімен ауыратын және бақылау топтарындағы про цитокин IL-8 плазмадағы концентрациясы


Деректер орташа мән ± стандартты қатенің орташа мәні (SEM) түрінде көрсетілген. p мәндері Краскел–Уоллис критерийі бойынша есептелді. *p<0,5, ***p<0,001.    
Сурет 23 - Қант диабетімен ауыратын және бақылау топтарындағы қабынуға қарсы цитокин IL-10 плазмадағы концентрациясы

Деректер орташа мән ± стандартты қатенің орташа мәні (SEM) түрінде көрсетілген. p мәндері Краскел–Уоллис критерийі бойынша есептелді. 


Сурет 24 - Қант диабетімен ауыратын және бақылау топтарындағы про цитокин IL-18 плазмадағы концентрациясы

Деректер орташа мән ± стандартты қатенің орташа мәні (SEM) түрінде көрсетілген. p мәндері Краскел–Уоллис критерийі бойынша есептелді. *p<0,5.

               
Сурет 25 - Қант диабетімен ауыратын және бақылау топтарындағы MCP-1 плазмадағы концентрациясы

Деректер орташа мән ± стандартты қатенің орташа мәні (SEM) түрінде көрсетілген. p мәндері Краскел–Уоллис критерийі бойынша есептелді. *p<0,5.


Сурет 26 - Қант диабетімен ауыратын және бақылау топтарындағы TNF-α плазмадағы концентрациясы

Деректер орташа мән ± стандартты қатенің орташа мәні (SEM) түрінде көрсетілген. p мәндері Краскел–Уоллис критерийі бойынша есептелді. 
Қорытындылай келе, алынған мәліметтер ҚД2Т-і бар науқастарда, әсіресе микроангиопатия және атеросклероз жағдайында, қабыну медиаторларының теңгерімсіздігі бар екенін дәлелдейді. IL-6, IL-8, IL-18 және MCP-1 деңгейлерінің артуы тамыр қабырғасының зақымдануымен, эндотелий функциясының бұзылуымен және атеросклероздық өзгерістердің үдеуімен өзара байланысты болуы ықтимал. Ал IL-10 және TNF-α деңгейлерінің айқын өзгеріс көрсетпеуі олардың осы зерттелген кезеңде қабыну процесінің жетекші көрсеткіштері болмауы мүмкін екенін меңзейді. Бұл деректер қабыну маркерлерінің кешенді бағалауы ҚД2Т асқынуларының патогенезін түсінуде және тәуекелді ерте анықтауда маңызды екенін көрсетеді.

3.4 Топтар арасындағы Пирсон корреляциялық талдауы нәтижеле	
Пирсон корреляциялық талдауы қант диабетімен ауыратын науқастарда тотығу стресі жағдайы, қабыну маркерлері және биохимиялық көрсеткіштер арасындағы келесі маңызды байланыстарды анықтады:
Оң корреляциялар:
ЛПО және жалпы холестерин (r = 0,278, p = 0,032).
ЛПО және триглицеридтер (r = 0,285, p = 0,029).
ЛПО және HOMA-IR (r = 0,281, p = 0,036).
AOPP және триглицеридтер (r = 0,763, p < 0,001).
GRd және HOMA-IR (r = 0,255, p = 0,050).
Теріс корреляциялар:
CAT және жалпы холестерин (r = −0,363, p = 0,004).
SOD және жалпы холестерин (r = −0,272, p = 0,035).
IL-10 және HOMA-IR (r = −0,300, p = 0,036).
TNF-α және HOMA-IR (r = −0,248, p = 0,050).
Науқастардың жынысы, жасы және ДСИ сәйкес түзетулер енгізілгеннен кейін де CAT пен жалпы холестерин, CAT пен ТТЛП, IL-10 мен HOMA-IR арасындағы теріс корреляциялар сақталды. Сонымен қатар, басқа да маңызды байланыстар анықталды (кесте 7).

Кесте 7 - Жынысы, жасы және ДСИ ескерілген қант диабеті бар науқастардағы тотығу стресі мен қабыну маркерлерінің биохимиялық көрсеткіштермен маңызды Пирсон корреляцияларының жиынтығы
	
	Глюкоза
	HbA1c
	HOMA-IR
	Холестерин
	ТТЛП
	Креатинин

	
	  r             p
	  r            p
	 r             p
	r             p
	r             p
	r   
	P

	GPx
	-0.068
	0.638
	-0.134
	0.352
	0.245
	0.050
	-0.294
	0.038
	-0.234
	0.102
	0.066
	0.651

	GRd
	0.324
	0.022
	0.095
	0.514
	-0.047
	0.745
	-0.101
	0.485
	-0.100
	0.490
	0.087
	0.548

	Catalase
	-0.044
	0.764
	0.020
	0.892
	0.127
	0.258
	-0.410
	0.003
	-0.404
	0.004
	-0.209
	0.146

	G6PD
	0.074
	0.608
	0.001
	0.997
	-0.115
	0.566
	-0.297
	0.036
	-0.325
	0.021
	-0.051
	0.725

	GSH
	-0.163
	0.257
	-0.185
	0.200
	0.030
	0.836
	-0.302
	0.033
	-0.288
	0.042
	0.144
	0.319

	IL-8
	0.130
	0.424
	0.104
	0.521
	-0.010
	0.953
	0.330
	0.037
	0.336
	0.045
	-0.068
	0.677

	IL-10
	-0.167
	0.302
	-0.177
	0.274
	-0.365
	0.020
	0.037
	0.819
	0.062
	0.697
	0.062
	0.703

	MCP-1
	-0.215
	0.183
	-0.171
	0.290
	-0.087
	0.595
	-0.047
	0.771
	-0.058
	0.714
	0.366
	0.020





Бұл зерттеуде miRNA экспрессиясының профилі, биохимиялық көрсеткіштер және қабыну маркерлері арасындағы ықтимал корреляциялар талданды. Алдымен барлық қатысушылардың деректері бойынша корреляциялық байланыстар бағаланып, келесі өзара байланыстар анықталды:
miR-21 глюкоза деңгейімен (r = 0,295, p = 0,006) және HbA1c-пен (r = 0,272, p = 0,012) айқын оң корреляция көрсетті, сондай-ақ жалпы холестеринмен (r = −0,231, p = 0,033) және ТТЛП-мен (r = −0,275, p = 0,011) теріс байланыс анықталды.
miR-126 триглицерид деңгейімен оң корреляция көрсетті (r = 0,344, p = 0,001).
miR-146a глюкоза (r = 0,491, p < 0,001) және HbA1c (r = 0,326, p = 0,003) деңгейлерімен оң байланыс көрсетті.
miR-155-5p HbA1c (r = 0,251, p = 0,021) және глюкоза (r = 0,471, p < 0,001) деңгейлерімен оң корреляция көрсетті.
miR-484 жалпы холестеринмен (r = −0,287, p = 0,009) және ТТЛП-мен (r = −0,293, p = 0,007) теріс байланыс көрсетті.
miR-210 HbA1c деңгейімен оң корреляция көрсетті (r = 0,266, p = 0,014), бірақ жалпы холестеринмен (r = −0,359, p < 0,001), ТТЛП-мен (r = −0,356, p < 0,001) және TNF-α (r = −0,239, p = 0,042) деңгейлерімен теріс байланыс анықталды.
Қант диабеті бар науқастарда miR-126 пен триглицерид деңгейі арасында (r = 0,413, p = 0,001), miR-146a мен глюкоза деңгейі арасында (r = 0,424, p = 0,002), сондай-ақ miR-155 пен глюкоза деңгейі арасында (r = 0,408, p = 0,002) оң корреляция анықталды. Сонымен қатар, miR-210 мен TNF-α арасында теріс корреляция байқалды (r = −0,290, p = 0,037) (5a–d-сурет).
Қант диабетімен ауыратын науқастардың деректері жынысы, ДСИ және жасы бойынша түзетілгеннен кейін екі корреляция сақталды: miR-146a мен глюкоза (r = 0,376, p = 0,007) және miR-155 пен глюкоза (r = 0,409, p = 0,004) арасында.
Сонымен қатар, диабеті бар науқастарда miRNA экспрессиясы мен тотығу стресі және қабыну маркерлері арасындағы өзара байланыстар жан-жақты зерттеліп, жасы, жынысы және дене салмағының индексі бойынша түзетілген түрде талданды (4-кесте). Бұл коварианттарды есепке алу нәтижелердің нақты және объективті болуын қамтамасыз етуге бағытталды, себебі аталған факторлар биомаркерлер деңгейіне әсер етуі мүмкін.
Түзетілген корреляциялық талдау барысында екі бағытта да бірқатар мәнді байланыстар анықталды. Атап айтқанда, miR-21 мен липидтердің пероксидтік тотығуы (ЛПО) арасында оң корреляция тіркелді, бұл miR-21 экспрессиясының жоғарылауы липидтік тотығу өнімдерінің жиналуымен қатар жүретінін көрсетеді. Осындай оң байланыс miR-126 және ЛПО, сондай-ақ miR-27a және ЛПО арасында да байқалды. Бұл микроРНҚ-лардың антиоксиданттық тепе-теңдіктің бұзылуымен тығыз байланыста екенін көрсетеді және олардың тотығу стресінің биомаркері ретінде қарастырылу мүмкіндігін айғақтайды.
Сонымен қатар, miR-210 мен каталазаның арасында да оң корреляция анықталды. Бұл миРНҚ экспрессиясының артуы антиоксиданттық қорғаныс ферментінің белсенділігімен байланысты болуы мүмкін екенін білдіреді, әсіресе гипоксия мен жасушалық стреске жауап ретінде.
Бұған қоса, miR-21 мен супероксиддисмутаза арасындағы теріс корреляция тіркелді. Бұл байланыс miR-21 экспрессиясы жоғарылаған жағдайда антиоксиданттық фермент белсенділігінің төмендеу үрдісін көрсетуі мүмкін және бұл өзгеріс SOD функциясының әлсіреуімен байланысты тотығу стресінің күшеюіне ықпал етуі мүмкін деген гипотезаны қолдайды.
Осылайша, алынған нәтижелер miRNA молекулаларының тотығу стресі мен антиоксиданттық қорғаныс жүйесінің маркерлерімен өзара байланысын көрсету арқылы олардың патогенетикалық рөлін және болашақта биомаркер ретінде қолданылу мүмкіндігін негіздейді. Бұл өз кезегінде, диабетпен байланысты тамырлық асқынуларды ерте диагностикалау және болжам жасау тұрғысынан перспективалы бағыт болып табылады. 

                                                                                 [image: ] 

Сурет 27 - Қант диабеті бар науқастардағы miR-126 мен ЛАТ салыстырмалы экспрессияның арасындағы корреляциясы

Талдау үшін Пирсон корреляция коэффициенті (r) қолданылды.
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Сурет 28 - Қант диабеті бар науқастардағы miR-27-а мен ЛАТ салыстырмалы экспрессияның арасындағы корреляциясы

Талдау үшін Пирсон корреляция коэффициенті (r) қолданылды.
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Сурет 29 - Қант диабеті бар науқастардағы miR-146а мен глюкоза салыстырмалы экспрессияның арасындағы корреляциясы

Талдау үшін Пирсон корреляция коэффициенті (r) қолданылды.
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Сурет 30 - Қант диабеті бар науқастардағы miR-126 мен триглицерид салыстырмалы экспрессияның арасындағы корреляциясы

Талдау үшін Пирсон корреляция коэффициенті (r) қолданылды.
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Сурет 31 - Қант диабеті бар науқастардағы miR-146а мен глюкоза салыстырмалы экспрессияның арасындағы корреляциясы

Талдау үшін Пирсон корреляция коэффициенті (r) қолданылды.
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Сурет 32 - Қант диабеті бар науқастардағы miR-155 мен глюкоза салыстырмалы экспрессияның арасындағы корреляциясы

Талдау үшін Пирсон корреляция коэффициенті (r) қолданылды.
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Сурет 33 - Қант диабеті бар науқастардағы miR-210 мен TNF-α салыстырмалы экспрессияның арасындағы корреляциясы
Талдау үшін Пирсон корреляция коэффициенті (r) қолданылды.

Кесте 8 - Барлық қатысушылардағы және қант диабеті бар науқастардағы  жас, жыныс пен ДМИ ескерілген жағдайда плазмадағы miRNA деңгейлері мен тотығу стресі көрсеткіштері арасындағы маңызды (p < 0,05) Пирсон корреляцияларының (r) қорытындысы

	MiRNA
	Тотығу стресі параметрлері
	r-Value
	p-Value

	Қант диабеті бар науқастар

	miR-21
	SOD 
LPO
	−0.346
0.266
	0.009
0.048

	miR-126
	LPO
	0.424
	<0.001

	miR-27a
	LPO
	0.321
	0.017

	miR-210
	CAT
	0.413
	0.001

	Қант диабетімен ауыратын науқастардың деректері жас, жыныс және ДСИ ескере отырып түзетілді

	miR-21
	SOD
	−0.289
	0.036

	miR-126
	LPO
AOPP
	0.447
0.281
	0.001
0.046

	miR-27a
	LPO
AOPP
	0.425
0.288
	0.003
0.047

	miR-210
	CAT
LPO
	0.312
0.292
	0.029
0.042

	miR-484
	CAT
	0.360
	0.039



Қорытындылай келе, мәліметтер плазмадағы микроРНҚ деңгейлері мен тотығу стрессі көрсеткіштері арасында маңызды корреляциялық байланыстар бар екенін көрсетеді. Жас, жыныс және ДМИ факторлары ескерілгенде де бұл байланыстар сақталып, микроРНҚ-лардың тотығу стресінің динамикасын көрсету және ҚД2Т-і бар науқастардағы тамырлық асқынулардың патогенезінде маңызды рөл атқаратынын дәлелдейді. Алынған нәтижелер микроРНҚ мен тотығу стресі маркерлерін кешенді бағалаудың клиникалық маңыздылығын, сондай-ақ оларды ҚД2Т кезінде асқынулардың ерте диагностикасы мен мониторингі үшін потенциалды биомаркерлер ретінде қолдануға мүмкіндік беретінін көрсетеді.

3.5 2-типті қант диабеті және макротамырлық асқынулармен байланысты биомаркерлердің диагностикалық дәлдігін бағалау
Біз қант диабеті дамуының маңыздылығын болжау мақсатында бинарлы логистикалық регрессиялық талдау жүргіздік. Бұл әдіс тәуелсіз айнымалылардың (биомаркерлер, клиникалық көрсеткіштер және т.б.) диабет дамуына ықпал ету ықтималдығына әсерін бағалауға мүмкіндік береді. Нәтижелер р-мәні (статистикалық маңыздылықты сипаттайды) және Exp(B) (оддс-коэффициент - тәуекел деңгейінің өзгеру шамасы) арқылы интерпретацияланды, бұл әрбір фактордың диабет даму қаупіне қосатын үлесін сандық тұрғыдан анықтауға мүмкіндік берді.
Үш таңдалған модель - әртүрлі айнымалылар комбинациясын қамтитын - талданды және олардың болжау қуаты салыстырылды. Модельдердің диагностикалық тиімділігін бағалау үшін қабылдағыштың жұмыс сипаттамасының қисығы (ROC-қисығы) әзірленді (сурет 6). Бұл қисықтың астындағы аудан (AUC – area under the curve) әрбір модельдің нақты оң нәтижені дұрыс болжау қабілетін сипаттайды.
ROC-қисығы көмегімен модельдердің сезімталдығы (true positive rate) мен ерекшелігі (false positive rate) арасындағы тепе-теңдік визуалды түрде ұсынылды, бұл модельдердің салыстырмалы диагностикалық дәлдігін айқындауға мүмкіндік берді. AUC мәні 1-ге неғұрлым жақын болса, модельдің болжамдық сапасы соғұрлым жоғары болып саналады.
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1 модель AUC (95%) = 0,986; креатинин, HOMA-IR, HbA1c, холестерин және ДСИ қосылған. AUC - қисық астындағы аудан

Сурет 34 - ROC қисығы сезімталдықты талдау үшін құрастырылып, қант диабеті үшін плазма маркерлерінің диагностикалық тиімділігі
Қорытындылай келе, ROC қисығы ұсынылған модельдің қант диабетін диагностикалауда өте жоғары тиімділігін көрсетеді. AUC мәні 0,986 (95% сенімділік интервалы) плазмадағы креатинин, HOMA-IR, HbA1c, холестерин және ДСИ көрсеткіштерін біріктірген модельдің сезімталдық пен ерекшелік көрсеткіштері жоғары екенін дәлелдейді. Бұл деректер аталған биомаркерлердің кешенді талдауы арқылы ҚД2Т-ны ерте кезеңде анықтауға және диагностикалық сенімділікті арттыруға мүмкіндік беретінін көрсетеді.
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2 модель AUC (95%) = 0,978; miR-210, miR-155, LPO, GRd, ДСИ қосылған. AUC - қисық астындағы аудан 

Сурет 35 - ROC қисығы сезімталдықты талдау үшін құрастырылып, қант диабеті үшін плазма маркерлерінің диагностикалық тиімділігі
 
Сезімталдықты талдау үшін тұрғызылған қисық нәтижелері диагностикалық модельдің жоғары дәлдігін көрсетті. Модельге miR-210, miR-155, липидтердің асқын тотығу өнімдері, глутатионредуктаза және дене салмағының индексі енгізілді. Осы көрсеткіштердің біріктірілген талдауы нәтижесінде қисық астындағы аудан (AUC) 0,978 мәнді көрсетті, бұл модельдің сенімділігін және зерттелген көрсеткіштердің клиникалық тұрғыдан маңызды диагностикалық әлеуетін айқындайды.
    [image: ]

3 модель AUC (95%) = 0,978; miR-21, miR-155, AOPP, GRd, MCP-1 қосылған. AUC - қисық астындағы аудан

Сурет 36 - ROC қисығы сезімталдықты талдау үшін құрастырылып, қант диабеті үшін плазма маркерлерінің диагностикалық тиімділігі

A моделі 2 типті қант диабеті диагнозын қою үшін дәстүрлі биохимиялық параметрлерді қамтиды: HbA1c, креатинин, жалпы холестерин, HOMA-IR және ДСИ. Бұл модель үшін келесі көрсеткіштер алынды: AUC (95%) = 0,986, Exp(B) = 2,036, Chi2 = 71,008, p < 0,001, Cox және Snell R² = 0,566 және Nagelkerke R² = 0,788.
Біз B модельдерінің екі нұсқасын ұсындық, олар мыналарды қамтиды: B1 моделі: miR-21, miR-155, AOPP, GRd, MCP-1: AUC (95%) = 0,978, Exp(B) = 2,632, Chi2 = 57,645, p < 0,001, Cox және Snell R² = 0,566 және Nagelkerke R² = 0,819. B2 моделі: miR-210, miR-155, LPO, GRd, ДСИ: AUC (95%) = 1,000, Exp(B) = 2,037, Chi2 = 103,920, p < 0,001, Cox және Snell R² = 0,718 және Nagelkerke R² = 1,000.Сонымен қатар, miR-210 және miR-155 экспрессия деңгейлерінің LPO, GRd, ДСИ -мен үйлесуі диабеттің дамуындағы прогностикалық маңыздылығы дәстүрлі диагностикалық параметрлердің, оның ішінде HbA1c-ның, көрсеткіштеріне ұқсас немесе одан жоғары екенін анықтадық. Сондай-ақ, болашақ зерттеулерде miR-21, AOPP және MCP-1 ҚД2Т қауіпінің тәуелсіз көрсеткіштері ретінде қарастырылуы мүмкін.
Қант диабетімен ауыратын науқастарда тамырлық асқынуларға байланысты маркерлерді анықтау үшін біз әр маркер бойынша бинарлық логистикалық регрессиялық талдау жүргіздік. Яғни, p-мәні мәнді және AUC мәндері 0,650-ден жоғары маркерлерді таңдадық. Үш модель құрастырдық, олардың біреуі дәстүрлі параметрлерді қамтиды (1 модель): глюкоза, HbA1c, креатинин, HOMA-IR, жалпы холестерин, TG және жынысы. Басқа екі модель HbA1c, креатинин, жалпы холестерин және жаңа зерттелген маркерлерді қамтыды (2 және 3 модельдер). 9-кестеде осы үш модельдің статистикалық деректері келтірілген. 

Кесте 9 - Қант диабеті бар науқастарда тамырлық асқынуларды алдын ала болжауға ұсынылған модельдер

	Модель
	AUC
(95%)
	Exp (B)
	ϕ2
	P
	R2 (Cox y
Snell)
	R2
(Nagelkerke)

	1 модель (глюкоза, HbA1c, креатинин, HOMA-IR, жалпы холестерин, тригли
церидтер, жынысы)
	0.845
	0.727
	25,724
	<0.001
	0.363
	0.488

	2 модель (HbA1c, креатинин, жалпы холестерин, ЛПО, GPx, SOD, miR-126, miR-484)
	0.913
	0.926
	34,093
	<0.001
	0.481
	0.642

	3 модель (HbA1c, креатинин, жалпы холестерин, IL-6, ЛПО, miR-126, miR-484)
	0.938
	0.958
	33,863
	<0.001
	0.513
	0.685



Макротамырлық асқынулармен байланысты маркерлерді анықтау үшін біз қант диабеті бар барлық науқастар арасында бинарлы логистикалық регрессиялық талдау жүргіздік (62 науқас: 34 науқас ҚД2Т АЖ және 28 науқас ҚД2Т+А, оларды зерттеу кезінде макротамырлық асқынулар болған науқастармен салыстырдық. Содан кейін ROC қисық талдауы жүргізілді. 6-кестеде AUC, ықтималдықтар қатынасы (OR) және p-мәндері көрсетілген. Статистикалық критерийлерге сәйкес келетін маркерлердің болжамдық мәндері белгіленген. Біз маңызды p-мәнге ие және AUC мәні 0,600-ден жоғары маркерлерді таңдадық. Алынған нәтижелер негізінде жалпы холестерин, GPx, CAT, жынысы және miR-484 кіретін модель үшін ROC қисығы құрылды. 
[image: ]

Сурет 37 - Қант диабетімен ауыратын науқастарда макротамырлық асқынулардың даму қаупін болжауға арналған екі ұсынылған модель үшін ROC қисығын талдау

Біз анықталған маркерлер комбинациясы қант диабеті бар науқастарда макросотамырлық асқынулардың даму қаупін болжауда айтарлықтай тиімді екенін анықтадық. Бұл модельдің болжамдық құндылығы дәстүрлі параметрлерді қамтитын модельге қарағанда жоғары болды: HbA1c, креатинин, HOMA-IR, ДСИ, жынысы және жалпы холестерин. Бұл модельдің болжамдық құндылығын бағалау үшін ROC қисықтарын талдау нәтижесінде AUC 0,904 көрсетті, ал дәстүрлі параметрлерден тұратын модель үшін AUC 0,850 құрады. 
1-модель зерттелген көрсеткіштердің комбинациясын қамтыды: жынысы, жалпы холестерин, GPx, CAT, miR-484 (Exp(B) = 0,528, p = 0,024, Chi² = 28,214, AUC = 0,904 (95%)).
2-модель дәстүрлі айнымалыларды қамтыды: жынысы, жалпы холестерин, HbA1c, креатинин, HOMA-IR, ДСИ (Exp(B) = 0,462, p = 0,007, Chi² = 18,814, AUC = 0,850 (95%)).
10-кестеде қант диабетімен ауыратын науқастарда макротамырлық асқынулардың даму ықтималдығын болжау үшін жүргізілген бинарлы логистикалық регрессия және ROC-қисықтарын талдау нәтижелері көрсетілген.

Кесте 10 - Қант диабетімен ауыратын науқастардағы макротамырлық асқынулардың даму ықтималдығын болжау мәндері, бинарлы логистикалық регрессиялық талдау және COR қисықтарын талдау арқылы есептелген

	
	AUC, (95%) 
	Exp (B) = OR
	Chi 2
	P

	HbAc1
	0,488
	0,929 (0,530-1,631)
	0,066
	0,797

	Жалпы холестерин
	0,786
	0,968 (0,949-0,987)
	15,101
	0,001

	Creatinine
	0,461
	0,658 (0,087-4,943)
	0,174
	0,677

	HOMA-IR
	0,593
	1,021 (0,893-1,167)
	0,092
	0,762

	LPO
	0,491
	0,999 (0,339-2,939)
	0,000
	0,998

	AOPP
	0,524
	1,000 (0,981-1,020)
	0,000
	0,990

	CAT
	0,681
	1,000 (1,000-1,000=
	4,554
	0,033

	GPx
	0,711
	1,051 (1,009-1,094)
	6,371
	0,012

	GRd
	0,623
	1,375 (0,949-1,992)
	2,971
	0,085

	GSSG/GSH
	0,555
	0,138 (0,000-46,142)
	0,465
	0,495

	G6DH
	0,608
	1,192 (0,917-1,550)
	1,787
	0,181

	SOD
	0,603
	1,001 (1,000-1,002)
	1,560
	0,212

	NOX
	0,556
	0,970 (0,921-1,021)
	1,688
	0,194

	IL-6
	0,529
	1,113 (0,860-1,441)
	0,661
	0,416

	IL-8
	0,633
	0,750 (0,502-1,121)
	2,713
	0,100

	IL-10
	0,539
	0,973 (0,808-1,171)
	0,084
	0,771

	IL-18
	0,558
	1,006 (0,997-1,015)
	1,995
	0,158

	MCP-1
	0,485
	1,000 (0,995-1,005)
	0,002
	0,968

	TNF-a
	0,595
	0,979 (0,949-1,010)
	2,397
	0,122

	miR-21
	0,600
	1,003 (0,999-1,007)
	2,666
	0,103

	miR-126
	0,577
	0,994 (0,985-1,003)
	1,807
	0,179

	miR-146
	0,516
	1,002 (0,998-1,006)
	1,094
	0,296

	miR-155
	0,508
	1,000 (0,997-1,003)
	0,001
	0,980

	miR-484
	0,674
	1,004 (1,001-1,008)
	7,109
	0,008

	miR-27a
	0,566
	1,002 (0,997-1,008)
	0,533
	0,465

	miR-210
	0,597
	1,003 (0,999-1,008)
	2,053
	0,152



Қорытындылай келе, жүргізілген бинарлы логистикалық регрессиялық талдау және ROC қисықтарын бағалау нәтижелері қант диабеті бар науқастарда макротамырлық асқынулардың даму қаупін болжауда ұсынылған маркерлер комбинациясының (жалпы холестерин, GPx, CAT, жынысы және miR-484) жоғары болжамдық құндылыққа ие екенін көрсетті. Бұл модель дәстүрлі параметрлерді (HbA1c, креатинин, HOMA-IR, ДСИ, жынысы және жалпы холестерин) қамтитын модельге қарағанда тиімдірек болып, AUC мәнінің 0,904 деңгейінде болуын дәлелдеді. Алынған нәтижелер макротамырлық асқынулар қаупін ерте кезеңде бағалауға арналған диагностикалық және болжамдық стратегияларды жетілдіруге мүмкіндік береді.






4 АЛЫНҒАН НӘТИЖЕЛЕРДІ ТАЛДАУ

Осы зерттеуде біз 62 қант диабеті бар науқастың ішінде 22 науқаста макротамырлық асқынуларды анықтадық. Айналымдағы маркерлердің барлық жүрек-қан тамырлары асқынуларымен, оның ішінде макротамырлық асқынулармен байланысы талданды [187,р. 101].
Қан үлгілеріндегі редокс күйі, антиоксиданттық жүйе және тотығу зақымдануды кешенді талдау ҚД2Т АЖ және ҚД2Т+А топтарында ЛПО мен AOPP деңгейлерінің бақылау тобымен салыстырғанда айтарлықтай артқанын көрсетті, бұл аурудың себебінен тамырлардың күйінің нашарлауын көрсетеді, сонымен қатар жануарлар модельдеріндегі және қант диабеті бар науқастардағы зерттеулерге сәйкес келеді [188,р. 89]. Зерттеу барысында біз ҚД2Т АЖ тобында нитрит және нитрат (NOx) деңгейлерінің жоғарылауын байқадық, бірақ ҚД2Т+А тобында өзгеріс болмады. NOx молекулалары азот оксиді синтазасының (NOS) жанама өнімдері болып табылады, және біз бұл молекулалардың индуктивті NOS (iNOS) нәтижесі екенін растай алмаймыз. Дегенмен, iNOS изоэнзимдері қабыну жағдайларына әкелетінін және бұл қант диабеті кезінде күтілетін құбылыс екенін айтуға болады [189,р. 421]. 
Қант диабетімен ауыратын науқастарда антиоксиданттық қорғаныс SOD, CAT және GRd белсенділіктерімен өлшенді. SOD ферменті антиоксиданттық қорғаныстың алғашқы құраушысы болып табылады және оның белсенділігі екі топтағы науқастарда да төмендеген [190]. Бұл зерттеуде біз қатысушылардың тамақтану түрін талдаған жоқпыз, бірақ жаңа зерттеулер, майлы тағамдар мен SCFA-ға бай диеталармен байланысты өзгерген микробиота құрамы ішек қабатының өткізгіштігін бұзып, иммундық жауапты тудыруы мүмкін екендігін көрсетті. Cu/Zn тәуелді цитоплазматикалық SOD ферменті жоғары тотығу стресі жағдайында сезімтал болып табылады [191, 192]. Алдыңғы зерттеулерде SOD белсенділігінің жоғарылауы байқалғанымен, адам және жануарлар модельдеріндегі зерттеулердің көбінде SOD белсенділігінің төмендеуі туралы айтылады. Тағы бір зерттеулерде CAT белсенділігінің жоғарылауы байқалғанымен, біз үш топтың арасында айырмашылықтарды таба алмадық. Дегенмен, қант диабетімен ауыратын топта макротамырлық асқынулары бар науқастарда CAT мәндері басқа науқастарға қарағанда айтарлықтай жоғары болды: ҚД2Т АЖ vs. ҚД2Т+А: 34939,7 ± 1399,6, n = 22, vs. 31502,7 ± 894,3, n = 40, p = 0,035 (деректер нәтижелерде ұсынылмаған). Сондай-ақ, біз CAT пен жалпы холестерин арасындағы кері корреляцияны байқадық, ол диабетиктерде, жыныс пен ДСИ бойынша түзетілген (r = −0,363, p = 0,004), бұл оның төмен антиоксиданттық белсенділігінің әлсіз липидті профильмен байланысты екендігін көрсетеді [193]. 
Каталаза H2O2-ны H2O-ға айналдыруда катализатор ретінде қызмет атқарса да, басқа ферменттер, мысалы, GPx және GRd, редокс күйін сақтауда басты рөл атқарады. Алайда біздің популяциядағы асқынуларды болжау үшін бинарлық логистикалық регрессия анализі CAT және GPx ферменттерінің маңызы бар болжамдық мәні бар екенін және жоғары AUC көрсеткішін көрсететіні дәлелденді [194]. GSH деңгейлерінің төмендегені байқалды, бұл GRd белсенділігінің төмендеуімен байланысты болды, ал ол өз кезегінде NADPH шектелуімен ішінара байланысқан болуы мүмкін. NADPH гипергликемия жағдайында глюкозадан сорбитол түзу үшін альдозоредуктазамен қолданылады [195]. Сонымен қатар, G6PD белсенділігінің төмендеуі NADPH деңгейлерінің азаюына алып келеді, бұл GRd белсенділігін шектейді [196]. Глутатионның антиоксиданттық метаболизмін ескере отырып, бұл нәтижелер ҚД2Т-і бар науқастарда бақылау тобымен салыстырғанда GSSG/GSH қатынасының жоғарылауын түсіндіре алады, ол жоғары тотығу стресінің белгісі болып табылады [197]. Диабеттік топта, жынысы мен ДСИ-ге түзету жасалғанда, біз GPx және холестерин арасында, GPx және HOMA-IR арасында теріс корреляцияны, сондай-ақ GRd және глюкоза арасында оң корреляцияны анықтадық. Сонымен қатар, GPx белсенділігі қант диабетімен ауыратын науқастар арасындағы макротамырлық асқынулардың қауіп факторы ретінде танылды.
Зерттеу барысында гипергликемияның G6PD белсенділігін және әртүрлі тіндердегі экспрессиясын аурудың бастапқы кезеңдерінде арттыратыны көрсетілген. Дегенмен, қант диабетінің прогрессиясы соңында G6PD белсенділігінің төмендеуіне әкелетінін біз осы зерттеуде анықтадық. Соңғы зерттеулерде G6PD жетіспеушілігі бар африкалық ұлт өкілдері диабет асқынулары, мысалы, ретинопатия және нейропатияның шалдығудың жоғары қаупін көрсеткен [198,199]. Біздің зерттеуімізде G6PD белсенділігінің төмендеуі мен гликемиялық күй арасында корреляция болмады, бірақ G6PD мен жалпы холестерин және төмен тығыздықты липопротеиндердің (ЛПНП) деңгейлері арасындағы теріс корреляциялар осы ферменттің метаболикалық өзгерістермен байланысын көрсетеді [194, 6б]. Сонымен қатар, біз GPx және GRd-ті тамырлы асқынулардың дамуына қатысуы тұрғысынан қосымша талдауды талап ететін маркерлер ретінде қарастыруды ұсынамыз. 
Күтілгендей, бұл зерттеуде қант диабетімен ауыратын науқастарда, тамырлық асқынулардың болуына немесе болмауына қарамастан, IL-6, IL-8, IL-18 және MCP-1 экспрессиясының айтарлықтай жоғарылағаны анықталды. Алайда IL-1, IL-10 және TNF-α деңгейлері бойынша елеулі айырмашылықтар байқалған жоқ. Қызықты жайт, зерттеу тобының мексикалық популяцияға жүргізген алдыңғы зерттеуінен айырмашылығы, IL-6 қант диабеті мен жүрек-қантамыр асқынуларының дамуында айтарлықтай болжамдық мәнге ие болмады. Бұл мексикалық зерттеуге қатысушылардың барлығының дене салмағының индексі жоғары болғанымен байланысты болуы мүмкін, ал осы зерттеуде ҚД2Т+А тобының дене салмағының индексі бақылау тобымен салыстырғанда айтарлықтай жоғары болды, бұл IL-6 деңгейінің артуы семіздікпен байланысты екенін көрсетуі мүмкін [200]. Қант диабетімен ауыратын науқастарда IL-8, IL-18 және молекулалық зақымдану маркерлері (AOPP және ЛПО) арасындағы байланыстар олардың тотығу зақымдануына қатысатынын көрсетеді (Кесте ). Сонымен қатар, MCP-1 GRd-мен теріс және креатинин деңгейімен оң корреляция көрсетті, бұл көрсеткіштер жынысы мен дене салмағының индексін ескере отырып бағаланды (Кесте ). Айта кетерлік жайт, MCP-1 қант диабеті мен жүрек-қантамыр ауруларының дамуында жоғары болжамдық мәнге ие болып, логистикалық регрессиялық талдау нәтижелері және ROC қисығы арқылы расталды [201]. 
MCP-1 (моноцитарлық хемоаттрактантты белок-1), CCL2 ретінде де белгілі, иммундық жауапта маңызды рөл атқарып, моноциттерді, жады Т-жасушаларын және дендриттік жасушаларды қабыну ошақтарына бағыттайды [202]. MCP-1 қабынудың негізгі медиаторларының бірі болып табылады, ал оның биомаркер ретіндегі маңыздылығы ҚД2Т-нің және оның жүрек-қантамырлық асқынуларының өршуіне ықпал ететін қабыну жағдайын көрсету қабілетімен расталады. Сонымен қатар, MCP-1 деңгейі мен GRd белсенділігі арасында айтарлықтай теріс корреляция анықталды (MCP-1/GRd: r = −0.339, p = 0.025), бұл оның тотығу стресі дамуындағы рөлін көрсетеді [203]. ҚД2Т кезінде май тінінде және басқа мүшелерде MCP-1 экспрессиясының жоғарылауы макрофагтардың миграциясы мен белсендірілуін күшейтіп, қабыну процесін цитокиндер мен оттегінің белсенді түрлерін өндіру арқылы арттырады [204]. Сонымен қатар, MCP-1 қант диабетінің болжамдық моделіне (B1 моделі) енгізілгені анықталды. Осы маркерді әрі қарай зерттеуге назар аудару қажет деп есептейміз.  
Біз miR-126-ны қант диабеті бар науқастардағы тамырлық асқынулардың даму қаупін болжауға арналған модельге қостық (2 және 3-модельдер). Соңғы жылдары жүргізілген зерттеулер ҚД2Т және жүрек-қантамырлық асқынулары бар науқастарда miR-21-5p деңгейінің едәуір жоғарылап, ал miR-126-3p деңгейінің төмендегенін көрсетті [205, 206]. Кейінгі зерттеулер бұл мәліметтерді растады [207]. Дегханидің деректеріне сәйкес, miR-126 деңгейі преддиабеті бар және ҚД2Т-мен ауыратын науқастарда бақылау тобымен салыстырғанда біртіндеп төмендеген [208].  Сонымен қатар, бұл зерттеу miR-126 экспрессиясы мен перифериялық қанның мононуклеарлық жасушаларындағы NF-kB арасындағы теріс корреляцияны анықтады, бұл оның қабынуға қарсы әсерін көрсетеді. miR-126 эндотелий жасушаларын тотығу зақымдануынан қорғайды, бұл SIRT1 және SOD2 экспрессиясын индукциялау арқылы жүзеге асады [209]. Сонымен қатар, ол эндотелий жасушаларының ангиогендік фактор болып табылатын қан тамырлық эндотелий өсу факторына (VEGF) деген жауабын реттеуге қатысады, бұл митогенез және өткізгіштік процестеріне ықпал етеді [210]. 
Бұл зерттеуде c-miR-126 экспрессиясы ҚД2Т+А тобында БТ және ҚД2Т АЖ топтарымен салыстырғанда төмендегені анықталды.  Анықталған нәтиже бірнеше соңғы зерттеулердің деректерімен сәйкес келеді. Бұған дейінгі мексикалық популяцияға жүргізілген зерттеуде де оның экспрессиясының төмендеуі байқалған [211]. Сонымен қатар, miR-126, miR-21, сондай-ақ GPx және AOPP деңгейлері ҚД2Т-і бар науқастардағы тамырлық зақымданудың ықтимал биомаркерлері ретінде ұсынылған. Кейбір талдаулар гипергликемияның жүрек пен плазмадағы miR-126 концентрациясын төмендететінін және бұл өзгеріс диабеттік микро- және макроангиопатияның дамуына ықпал ететінін көрсетеді [212].
miR-126 деңгейі жалпы зерттелушілер тобында және диабеті бар науқастарда ТГ-мен оң корреляция көрсетті (корреляция = 0,344, p = 0,001). Алайда, жыныс, жас және ДСИ түзетулері енгізілгеннен кейін бұл байланыс сақталмады, бірақ miR-126 пен ЛПО арасында жаңа оң корреляция анықталды. Бұл зерттеудің маңызды ерекшелігі – бақылау тобында холестерин мен ТТЛП деңгейлерінің екі диабет тобына қарағанда жоғары болуы. Мұндай липидтік профиль диабеті жоқ, іріктеу критерийлеріне сәйкес келетін адамдар үшін күтілетін деңгейден төмен [213]. Ал липидтік профильі жақсы науқастар, мүмкін, холестеринді төмендететін терапия алған болуы ықтимал. Дегенмен, диабеті бар науқастардың қан үлгілеріндегі жоғары ЛПО деңгейлері, сондай-ақ ЛПО мен холестерин, ЛПО мен ТГ арасындағы оң корреляциялар айқын тотығу зақымдануын көрсетеді [214].
Біз қант диабетімен ауыратын науқастардың плазмасындағы айналымдағы miR-155 деңгейі бақылау тобымен салыстырғанда жоғарылағанын анықтадық. Сол сияқты, ҚД2Т+А тобында да жоғарылау үрдісі байқалды, бірақ ол статистикалық тұрғыдан маңызды болмады. Жақында жүргізілген зерттеу c-miR-155-5p-тің 2-типті қант диабетінің  ықтимал айналымдағы биомаркері бола алатынын және басқа қабыну маркерлерімен бірге семіздігі бар науқастарда диабеттің даму қаупін анықтауда маңызды екенін көрсетті. 
Гемопоэздік жасушаларда жоғары деңгейде экспрессияланатын miR-155 бірнеше функцияларды орындайды, соның ішінде туа біткен иммундық жауапқа қатыса отырып, қабынуға қарсы рөл атқарады [215]. Алайда, оның экспрессия деңгейі қабыну процесінің әртүрлі фазаларына байланысты өзгеруі мүмкін [216]. Бірқатар зерттеулерде айналымдағы miR-155-тің диабеттің дамуындағы рөлі сипатталған: ҚД2Т-мен ауыратын науқастарда оның сарысулық деңгейі сау бақылау тобына қарағанда айтарлықтай төмен екені анықталған [217, 218]. Сонымен қатар, басқа зерттеулерде, соның ішінде 1-типті диабетке қатысты зерттеулерде, miR-155 экспрессиясының жоғарылағаны көрсетілген [219]. Қазіргі уақытта miR-155 экспрессия деңгейі мен диабеттік асқынулар арасындағы байланыстың нақты механизмі туралы біркелкі пікір жоқ, бірақ бұл микроРНҚ май тінінің метаболизмін реттеуде маңызды рөл атқаруы мүмкін деп болжанады [220]. Біздің зерттеуімізде miR-155 экспрессиясы мен глюкоза деңгейі арасында барлық қатысушыларда, барлық диабетпен ауыратын науқастарда және жынысы, ДСИ мен жасы бойынша түзетілген диабеттік топта оң корреляция анықталды. Сонымен қатар, miR-155-ті диабет қаупін бағалау моделіне қосу оның маңыздылығын едәуір арттырды. Бұл нәтиже бұрын алынған мәліметтермен сәйкес келеді, олар гипергликемия жағдайында miR-155 экспрессиясының жоғарылайтынын, in vitro және in vivo жағдайларда дәлелдеген. Алайда, біздің зерттеуімізде miR-155 деңгейінің өзгеруі диабеттің макротамырлық асқынуларының даму қаупін болжау үшін айтарлықтай диагностикалық мәнге ие екені анықталмады [194, 8б]. 
Алдыңғы зерттеулерде ҚД2Т науқастарының перифериялық қанында miR-210 экспрессиясының жоғарылағаны анықталған, сондай-ақ ҚД2Т және семіздікке шалдыққан науқастардың сарысуынан бөлінген экзосомаларда оның деңгейінің артқаны көрсетілген [221, 222]. Біздің зерттеуімізде де диабетпен ауыратын екі топта miR-210 экспрессиясының деңгейі бақылау тобымен салыстырғанда айтарлықтай жоғары болды [194, 6б].
Сонымен қатар, біз miR-210 деңгейі мен HbA1c арасында оң корреляция, ал жалпы холестерин, ТТЛП және TNF-α арасында теріс корреляция анықтадық. Алайда, жас, жынысы және ДСИ бойынша түзетуден кейін miR-210 мен TNF-α арасындағы байланыс жоғалды. Бұл miR-210 реттелуінің глюкоза және липид алмасу процестерімен байланысын көрсетуі мүмкін.
Бұған дейінгі зерттеулерде диабетпен және атеросклерозбен ауыратын науқастардың тамырларының интима қабатында, сондай-ақ майларға бай рационды қабылдаған жануарлардың қолқасында miR-210 экспрессиясының едәуір артқаны анықталған [223]. MiR-210 әртүрлі физиологиялық функцияларды атқарады. Оның экспрессиясының айтарлықтай жоғарылауы NF-κB-тәуелді қабыну цитокиндерінің өндірілуін күшейтіп, SOCS1 (цитокиндік сигнал жолының супрессоры 1) белсенділігін тежейтіні анықталған [224]. Бұл макрофагтардың M2 фенотипінен M1 күйіне ауысуына ықпал етіп, май тініндегі созылмалы қабыну мен инсулинге төзімділіктің дамуына әкеледі, нәтижесінде семіздікке байланысты ҚД2Т дамуы мүмкін. Біздің зерттеуімізде қант диабеті бар науқастарда липидтік профильдің жақсарғаны анықталды. Бұл miR-210 экспрессиясы мен липид деңгейлері (холестерин және ТГ) арасындағы күтілгеннен өзгеше байланысқа әсер етуі мүмкін [194, 3б]. Сонымен қатар, жас, жынысы және ДСИ бойынша түзетуден кейін miR-210 мен TNF-α арасындағы теріс корреляция жоғалды. Айта кететін жайт, осы жағдайда miR-210 ЛПО және CAT деңгейлерімен оң корреляция көрсетті, бұл оның диабетпен байланысты зақымдану процестеріне ықтимал қатысуын көрсетеді. Бұл тұжырым miR-210 және miR-155, ЛПО, GRd және ДСИ қамтылған B2 моделі диабет қаупін болжауда ең жоғары предиктивтік маңыздылыққа ие болғанымен расталады (AUC = 1.000). 
MiR-146a-3p алғашқылардың бірі болып қабынуға қарсы микроРНҚ ретінде сипатталған, себебі ол IRAK1 (IL-1 рецепторымен байланысты киназа 1) және TRAF6 (TNF-рецепторымен байланысты фактор 6) деңгейін төмендету арқылы NF-κB белсендігін тежей алады [225]. MiR-146a экспрессиясының деңгейі әртүрлі биологиялық үлгілерде (плазма, перифериялық қанның мононуклеарлық жасушалары, ұйқы безі) өзгеріп отырады және ем түрі, жас пен жынысы сияқты факторларға байланысты болуы мүмкін. Жақында жүргізілген зерттеулер көрсеткендей, miR-146a-5p төмен экспрессиясы HG-INS-1 жасушаларының (гипергликемиялық жағдайда ұйқы безі жасушалары) пролиферациясы мен инсулин секрециясын жоғарылатады [226]. Қабыну кезінде miR-146a экспрессиясының артуы, шамадан тыс қабыну цитокиндерінің бөлінуін шектеуге бағытталған теріс кері байланыс механизмі болуы мүмкін. Біздің зерттеуде miR-146a диабеті бар науқастарда глюкоза деңгейімен оң корреляция көрсетті (корреляция = 0,424, p = 0,002), бірақ оның қабыну маркерлерімен байланысы анықталған жоқ [194, 10б].
ҚД2Т және нефропатиясы бар науқастардың қан сарысуында, сондай-ақ жануарлар үлгілерінде miR-27a экспрессиясының жоғарылағаны туралы алдыңғы зерттеулерде хабарланған. MiR-27a адипогенез бен липогенездің реттеушісі ретінде танылып, макрофагтардың поляризациясына әсер етеді, атап айтқанда, қабыну процесін күшейтетін M1 фенотипін индукциялайды, қоңыр май тінінің түзілуіне, холестериннің гомеостазына және қабыну факторларының секрециясына қатысады [15,р. 19]. Біздің зерттеуімізде топтар арасында айтарлықтай айырмашылықтар анықталған жоқ [194, 9б]. Алайда, қант диабетімен ауыратын науқастарда miR-27a мен ЛПО арасында оң корреляция байқалды, ал жас, жынысы және BMI бойынша түзетуден кейін miR-27a мен ЛПО/АОПП арақатынасы арасында оң байланыс анықталды. MiR-27a экспрессиясының жасушалық тотығу зақымдану маркерлерімен ықтимал байланысы Song J. және әріптестерінің зерттеулерімен сәйкес келеді [12, 7б]. Олар miR-27a ҚД2Т дамуында Nrf2/Keap-1 сигналдық жолын реттеу арқылы тотығу стресін күшейтуі мүмкін екенін болжаған. 
MiR-21 экспрессиясының диабетпен ауыратын науқастарда айтарлықтай жоғарылағанын көрсететін бірнеше зерттеулер бар, бірақ оның диабеттік асқынулармен байланысы толық анықталмаған. Сонымен қатар, miR-21 экспрессиясының динамикасы биологиялық үлгі түріне және диабеттік асқыну түріне байланысты өзгеріп, оның шыққан тінімен өзара қатынаста болады. Akpinar және авторластар өз зерттеуінде диабеті бар және альбуминуриясы жоғары науқастарда miR-21-3p экспрессиясының төмендегенін анықтап, оның диабеттік нефропатияның дамуына ықпал етуі мүмкін екенін болжады [11,р. 3]. Бұдан бөлек, THP-1IL4-индукцияланған макрофагтардан бөлінген экзосомалардың (THP1-IL4-exo) бастапқы макрофагтарды қабынуға қарсы фенотипке бағыттайтыны және олардың липид алмасуын реттейтіні көрсетілді [10,р. 6]. Бұл әсерлер THP1-IL4-exo жасушалық микроРНҚ деңгейлерін, соның ішінде miR-21-5p және miR-146a-5p деңгейін жоғарылату қабілетімен байланысты болды. MiR-21-5p PTEN-AKT сигналдық жолын реттеу арқылы адипоциттердің глюкозаны сіңіру қабілетін жақсартып, инсулинге төзімділіктен қорғай алады. Алайда, айналымдағы miR-21 экспрессиясының жоғарылағаны метаболикалық синдромы және предиабеті бар науқастарда анықталған. Сонымен қатар, диабеттік жүрек-қан тамырлары асқынулары бар науқастарда, диабеттік ретинопатияда, кардиомиопатияда, күрделі жүрек-қан тамырлары асқынуларын өткерген науқастарда, сондай-ақ нефропатияда miR-21 деңгейінің жоғарылағаны туралы мәліметтер келтірілген. Біздің нәтижелеріміз көрсеткендей, miR-21 деңгейлерінің жоғарылауы ЛПО деңгейінің жоғарылауымен және диабет науқастарындағы SOD антиоксиданттық белсенділігінің төмендеуімен байланысты болды, соның ішінде жас, жынысы және ДСИ бойынша түзетулер енгізілген. miR-21 экспрессиясы мен гликемиялық параметрлердің (глюкоза және HbA1c деңгейлері) арасындағы оң корреляция оның диабеттің дамуындағы рөлін көрсетеді. Біздің деректеріміз miR-21-дің диабеттің алдын алудағы болжамды моделіне енгізілгенін және Ла Сала зерттеуімен сәйкестігін және miR-21-дің ҚД2Т жоғары тәуекелі бар науқастарда тотығу стресінен туындаған зақымдардың болжаушысы ретінде қатысуын растайды [2, 32б]. 
Ақырында, miR-484 деңгейінің салыстырмалы экспрессиясы ҚД2Т және асқынулары бар науқастарда дені сау қатысушылармен салыстырғанда айтарлықтай жоғары болды. MiR-484 көздеушісі болып табылатын эндотелиальді синтаза оксидінің (eNOS) 3'UTR мРНҚ-ның Seed тізбегі бар және miR-484 эндотелиальді дисфункцияда маңызды рөл атқарып, сонымен қатар жүрек-қан тамырлары ауруларына қатысуы мүмкін деген болжам жасалуы мүмкін. Ескере кететіні, miR-484 адамның ишемиялық жүрек үлгілерінде және коронарлы атеросклеротикалық жүрек ауруы бар науқастардың эндотелиальді беткі жасушаларында және плазмасында жоғары экспрессия деңгейлерін көрсетті. Dachshund отбасының транскрипциялық факторы 1 (DACH1) miR-484-тің бір мишені болып табылады [23,р. 3]. Тышқандардың жүрек эндотелиальді жасушаларындағы DACH1 экспрессиясының төмендеуі эндотелиальді жасушалардың дамуы мен миграциясын нашарлатып, олардың қызметін өзгертуге әкеледі. Сонымен қатар, миокардтың ишемия-реперфузия жағдайында егеуқұйрықтарда miR-484 Fis1 ақуыз деңгейін төмендетеді, бұл митохондриялардың бөлінуін тежейтін ақуыз. Бұдан басқа, miR-484 диабетпен байланысты, себебі ол инсулин экспрессиясын реттейтін молекула болуы мүмкін - глюкоза деңгейінің жоғарылауына жауап ретінде β-клеткаларында оның деңгейін төмендетеді. miR-484 экспрессиясының ұлғаюы біздің зерттелген популяциямызда макротамырлық асқынулардың пайда болуымен байланысты болды. Сонымен қатар, miR-484 екі жүрек-қантамырлы асқынулардың даму болжамдық модельдеріне енгізілген, бұл оның статистикалық маңыздылығын айтарлықтай арттырады. Бұдан басқа, біздің популяцияда зерттелген микроРНК-лар арасында ол макротамырлық асқынулардың дамуы үшін ең маңызды болжамдық құндылыққа ие. Осы себептен, ҚД2Т мен оның асқынуларында miR-484 эндотелиалды зақымдануды реттейтін арнайы механизмдерді тереңірек зерттеу қажет. 
Бұл зерттеуде  әр топтағы үлгілердің саны шектеулі болды. Алайда бұл зерттеу үлкен қатысушылар саны бар болашақ зерттеулер үшін маңызды ақпаратты ұсынады. Сонымен қатар, ҚД2Т асқынуларымен байланысты айналымдағы микроРНҚ-ның молекулалық белгілерін анықтау және растау үшін ұзақ мерзімді зерттеулер жүргізу қажет. Бұдан басқа, ҚД2Т және тамырлы асқынулары бар науқастар тобында басқа топпен салыстырғанда ерлер мен әйелдер санында айырмашылықтар болды, себебі науқастар кездейсоқ іріктелді, бірақ зерттелген көрсеткіштер бойынша жынысқа байланысты айтарлықтай айырмашылықтар анықталған жоқ. Алдағы уақытта ауруханаларда ҚД2Т-не арналған клиникалық бөлімшелер негізгі зерттеу салаларымен байланысты болуы керек, бұл үлгілерді жіберуге мүмкіндік береді және молекулярлық биомаркерлерді зерттеу мен олардың науқастардың клиникалық жағдайына қолданылуын сенімдірек етеді. Мақсат - медицинаны барынша жеке тұлғаға бейімделген ету. Бұл маркерлер жаңа емдеу әдістерін іздеуде маңызды ақпаратты ұсынатын болады.
Зерттеу нәтижелері 2 типті қант диабетімен (ҚД2) ауыратын науқастарда макротамырлық асқынулардың дамуына қатысатын бірқатар молекулалық және биохимиялық маркерлердің болуын көрсетті. Оксидативті күй мен қабыну процестері бұл патологияның негізгі компоненттері болып табылады. Диабетпен және тамырлық асқынулармен ауыратын науқастарда липидтердің асқын тотығу өнімдері (LPO) және тотығу салдарынан зақымданған ақуыз өнімдері (AOPP) деңгейінің жоғарылауы анықталды. Бұл деректер тамыр қабырғасының зақымдалу деңгейінің жоғары екендігін көрсетеді және олар жануарларға жүргізілген бұрынғы зерттеулермен сәйкес келеді.
Супероксиддисмутаза (SOD) белсенділігінің төмендеуі, әсіресе ҚД2 бар барлық топтарда байқалуы, антиоксиданттық қорғаныстың әлсіреуін көрсетеді. Сонымен қатар, глутатионредуктаза (GRd) белсенділігінің азаюы және глутатионпероксидаза (GPx) белсенділігінің артуы тотығу-қалпына келу тепе-теңдігінің бұзылғанын білдіреді. GRd және GPx ферменттері макротамырлық асқынулардың даму қаупін болжауда маңызды маркерлер ретінде қарастырылды. Бұл нәтижелер NADPH деңгейінің төмендеуімен байланысты болуы мүмкін, себебі ол глутатион антиоксиданттық жүйесінің жұмысын тежейді. Сонымен қатар, глюкоза-6-фосфатдегидрогеназа (G6PD) белсенділігінің төмендеуі де NADPH тапшылығына ықпал етеді.
Қан сарысуындағы микроРНҚ-лардың (miRNA) салыстырмалы экспрессиясы маңызды диагностикалық және болжамдық маңызға ие екені анықталды. Атап айтқанда, миR-21, miR-155, miR-146a және miR-210 деңгейі ҚД2 тобы мен бақылау тобы арасында едәуір жоғары болды. Макроангиопатиясы бар науқастарда miR-126 экспрессиясының едәуір төмендеуі және miR-484, miR-210 сияқты miRNA деңгейінің жоғарылауы байқалды. ROC-талдау нәтижелері бойынша miR-484, GPx, CAT және жалпы холестеринді қамтитын модель макротамырлық асқынулардың даму қаупін дәл болжай алатыны көрсетілді (AUC = 0.904).
Жүргізілген корреляциялық талдау глюкоза мен HbA1c деңгейлерінің miR-21, miR-146a және miR-155 экспрессиясымен оң байланысты екенін көрсетті. Ал TNF-α мен miR-210 арасындағы теріс байланыс қабыну реакциясының тежелуін көрсетеді. Сонымен қатар, miR-126 және триглицеридтер арасында оң корреляция анықталды. Бұл нәтижелер микроРНҚ экспрессиясының тек гликемиялық бақылаумен ғана емес, сонымен қатар липидтік профильмен және тотығу стресімен тығыз байланысты екенін дәлелдейді.
Жалпы, бұл зерттеу ҚД2 кезінде макротамырлық асқынулардың дамуын болжауға арналған ықтимал биомаркерлердің жаңа тобын – микроРНҚ-ларды, тотығу және қабыну маркерлерін – ұсынуға мүмкіндік береді. Алынған нәтижелер болашақта ерте диагностика мен мақсатты терапияны дамытуға негіз бола алады.



ҚОРЫТЫНДЫ

1. 2-типті қант диабеті бар науқастарда плазмалық микроРНҚ экспрессиясында нақты өзгерістер байқалды. miR-21, miR-146a, miR-155, miR-126, miR-210 және miR-484 деңгейі, әсіресе макротамырлық асқынулары бар науқастарда, бақылау тобына қарағанда экспрессиясы бірнеше есе артты. Бұл микроРНҚ-лар қабыну сигналдық жолдарын, эндотелий қызметін және тотығу стресін реттеуге қатысады, сондықтан олардың жоғарылауы қантамырлық зақымданулар мен асқынулардың дамуын көрсететін молекулалық механизм болып табылады. Ал кейбір микроРНҚ-ларда айырмашылық байқалмауы олардың макротамырлық асқынулардағы рөлі салыстырмалы түрде шектеулі екенін көрсетеді. Осылайша, зерттеу микроРНҚ-ларды диабеттік тамырлық асқынулардың потенциалды биомаркері ретінде қарастыруға негіз бола алады.
2. ҚД2Т+А тобында тотығу стресі күшейгені байқалды: AOPP, LPO және NOx деңгейлері жоғары болып, бұл ақуыздар мен липидтердің тотығу зақымдануының артуын көрсетеді. Антиоксиданттық ферменттердің белсенділігі (SOD, CAT, GPx, GRd, G6PD) төмендеген, бұл өз кезегінде жасушалық қорғаныс механизмдерінің әлсіреуін және тотығу зақымдануының арту қаупін білдіреді. SOD және CAT белсенділігі супероксид радикалдары мен сутегі пероксидін бейтараптандыру қабілеті арқылы, GPx және GRd глютатион циклі арқылы, ал G6PD NADPH түзілуін бағалау арқылы өлшенеді. GPx деңгейінің кейбір жағдайларда жоғарылауы ферменттің адаптациялық реакциясын және жасушалардың тотығу стресіне қарсы белсенділігін көрсетеді.
3. Қант диабетінде созылмалы төмен дәрежелі қабыну жағдайы байқалды. ҚД2Т+А тобында IL-6, TNF-α, IL-8, MCP-1 және IL-18 деңгейі бақылау тобына қарағанда жоғарылаған, бұл созылмалы жүйелік қабынудың күшейгенін дәлелдейді. Сонымен қатар, антиқабыну цитокині IL-10 деңгейі үш топта да айтарлықтай өзгермеген, бұл қабынуға қарсы компенсаторлық жауаптың жеткіліксіз екенін көрсетеді. Бұл жағдай инсулинге төзімділік пен эндотелий дисфункциясының одан әрі өршуіне әсер етуі мүмкін.
4. МикроРНҚ деңгейі мен тотығу стресі, сондай-ақ биохимиялық көрсеткіштер арасында айқын статистикалық байланыстар анықталды. Корреляциялық талдау нәтижесінде miR-21 SOD-пен теріс байланыста, ал miR-126 және miR-27a LPO, AOPP сияқты тотығу өнімдерімен оң байланысты екені анықталды. Сонымен қатар, miR-146a және miR-155 глюкоза деңгейімен, miR-126 - триглицеридтермен, ал miR-210 - TNF-α деңгейімен байланыс көрсетті. Бұл микроРНҚ-лар организмдегі тотығу және қабыну процестеріне транскрипциялық емес деңгейде жауап беретінін, сондай-ақ потенциалды функционалдық маркер бола алатынын дәлелдейді.
5. ROC-талдау негізінде әзірленген диагностикалық модельдер макротамырлық асқынуларды жоғары дәлдікпен болжауға мүмкіндік берді. Зерттеу барысында құрылған үш ROC-модельдің нәтижесінде: классикалық клиникалық көрсеткіштерден тұратын модель (HbA1c, креатинин, ДСИ) AUC = 0.986 көрсетті;микроРНҚ, қабыну және тотығу маркерлерін қамтыған модель AUC = 0.978; ал кеңейтілген модель AUC = 1.000 нәтижесін көрсетті.
Қойылған мiндеттердiң толығымен орындалуын бағалау Диссертациялық жұмыста қойылған мiндеттер толығымен орындалды. Қант диабетінің 2-типі жағдайында тотығу-тотықсыздану күйін және антиоксиданттық қорғаныс жүйесіне толық талдау жүргізілді. 
Бастапқы көрсеткіштер мен нәтижелерді қолдану нұсқаулары жасалған тәжірибелерді емдеу алды мақсаттарда қолдануға болады. 
Диссертацияда келтірілген мағлұматтар әл-Фараби атындағы ҚазҰУ-да Зат алмасу және энергияның реттелуі» және «Қолданбалы эндокринология» пәндері бойынша дәріc және практикалық сабақтарға енгізілді. Зерттеу жұмысынан алынған мәліметтерді биохимия, молекулалық биология, эндокринология, физиология салалары бойынша дәріс беруде қолдануға болады.
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